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(Aus dem Zoologischen Institut der Universitat Bonn) 


Die Beeinflu8barkeit der Zellstoffzersetzung 
und der sich entwickelnden Ciliatenfauna durch Zugabe 
anorganischer Diingemittel zum Versuchswasser 


Von 
HARTMUT BICK 


Mit 21 Textabbildungen 


(Hingegangen am 8. November 1957) 


Nach Abschlu8. meiner Untersuchungen iiber die Ciliatenfauna der 
Fallaubgewasser (Bicx, im Druck, a) erschien es in Anbetracht der weit- 
gehend unkontrollierbaren Bedingungen von Freilandversuchen wiin- 
schenswert, Laboratoriumsversuche anzustellen. Um ein méglichst ein- 
heitliches organisches Ausgangsmaterial zu haben, wurden Modell- 
versuche mit reiner Cellulose durchgefiihrt. An Mangelversuchen 
wurde der KEinfluB verschiedener anorganischer Nahrsalze gepriift, 
wobei besonders auf ein giinstiges C/N-Verhaltnis (unter C/N = 20) 
Wert gelegt wurde. Ferner sollte im Vergleich zu den Fallaubgewassern 
die Bedeutung der Sauerstoffversorgung und der Schwefelwasserstoff- 
produktion fiir die Ciliatenfauna und fiir die Schnelligkeit der Zer- 
setzung untersucht werden. SchlieBlich wurde noch versucht, zu prifen, 
inwieweit gewisse Ciliaten im Sinne des Saprobiensystems als Anzeiger 
fiir bestimmte Stoffe gelten kénnen. Die Veréffentlichung dieser Be- 
funde erfolgt an anderer Stelle (Brick, im Druck, b). 


Untersuchungen iiber den Celluloseabbau in natiirlichen Gewdssern liegen in 
den Arbeiten von v. BRANDT (1944, 1953 u. a.) und von v. Branprt u. Kiust (1956) 
vor; Kulturversuche unternahmen Kivust u. Mann (1954, 1955a, 1955b). Alle 
Arbeiten gingen aus von der Frage nach dem Einflu8 der Wasserbeschaffenheit 
auf die Haltbarkeit von Netzgarnen und verwendeten dementsprechend den Festig- 
keitsverlust von Baumwollzwirnen (vgl. auch Museck 1929) als Ma8 fiir den Cellu- 


loseabbau. 
A. Methodik 


Es wurden Aquarien mit 20 Liter Nahrlésung angesetzt, mit je 20 g reinem Zell- 
stoff versehen und mit Mischkulturen aus mehreren natiirlichen Gewdssern mit 
Fallaubgehalt geimpft. Diese Kulturen wurden zwischen 21° und 23°C und bei 
Dauerbeleuchtung (200 Lux an der Wasseroberflache, Leuchtréhren Sylvania 
,,cool white‘) 7—11 Wochen lang gehalten. Wahrend dieser Zeit wurden laufend 
die chemischen Veranderungen hinsichtlich des Gehaltes an O,, NH,’, NO,’, NO,’, 
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H,S, pu, Salzsiurebindungsvermégen (SBV) und teilweise P,O; bestimmt, in 
der ersten Halfte der Versuchszeit alle drei Tage, spater wéchentlich. Gleichzeitig 
damit wurde der biologische Besatz ermittelt, die Ciliaten arten- und zahlenmaBig, 
Amoeben, Flagellaten, Rotatorien, Entomostraken und Algen nur zahlenmaBig. 
Die Systematik der Ciliaten stiitzt sich auf Kann (1930—1935). Die Bevorzugung 
der Ciliaten beruht darauf, daB der Celluloseabbau im wesentlichen auf der Tatig- 
keit von Bakterien beruht und die bakterienfressenden Ciliaten eine gute Indicator- 
bedeutung haben. Als Anhaltspunkt fiir die Bakterienzahl diente die Keimzahl- 
bestimmung mittels der Kochschen Plattenmethode. 


Bei Versuchsende wurden die KulturgefaBe durch die Kombination eines fein- 
maschigen Drahtsiebes und eines Faltenfilters (S. u. 8. Nr. 595) entleert, der Riick- 
stand bei 105° C bis zur Gewichtskonstanz getrocknet und gewogen. Der Substanz- 
verlust gegeniiber der Hinwaage diente als Maf der Cellulosezersetzung. Ein gewisser 
Fehler ergab sich dabei aus der Algenproduktion einiger Versuche. Da sich die 
Algen aber nur in Versuchen mit starker Umsetzung entwickelten, wurde im 
schlimmsten Fall das Gewicht des Riickstandes etwas zu hoch. Wie die gra- 
phischen Darstellungen zeigen, blieben die Unterschiede der einzelnen Versuche 
gut erhalten. 


Nahrlésung. Alle Versuche wurden mit einer einheitlichen ,,Grundlésung 
beschickt, die in Anlehnung an die Nahrlésung von Mo.iscu! zusammengestellt 
wurde, aber hinsichtlich der Nahrsalzmengen modifiziert und mit dest. Wasser so 
verdiinnt wurde, da die Stickstoffgaben etwa den in natiirlichen Fallaubgewassern 
des Kottenforstes bei Bonn (Bick, a) ermittelten Werten entsprachen. Erginzt 
wurde die Nahrlésung durch (NH,),HPO,, durch NaCl und durch Spurenelemente 
in der A-Z-Lésung nach Hoacianp. (Die MaBangaben ergeben sich aus den Tab. 1 
u. 2.) Ferner erhielten die Kulturen von der 2. Serie an CaCO, (gefallt, chem. rein) 
0,05 g/l, um zu starke Saiuerung durch die Abbauprodukte der Cellulose zu ver- 
meiden (OsTERTAG 1952). 

Die ,,Grundlésung“‘ wurde mit verschiedenen Substanzen erginzt, deren EinfluB 
auf die Cellulosezersetzung gepriift werden sollte. Vor allem lag an der Klarung der 
Wirksamkeit von Stickstoff, Kali und Phosphat allein und in verschiedenen Kom- 
binationen, um einen Weg zu finden, mittels Zugabe eines oder verschiedener 
,»,Diinger“ den Celluloseabbau zu beschleunigen. 

In den Volldiingungsversuchen wurde das C/N-Verhaltnis iiber den Mindest- 
wert 20 hinaus auf C/N = 3 gesetzt. In anderen Versuchen betrug das C/N-Ver- 
haltnis wesentlich mehr, so im Versuch mit Na,HPO, (Serie 1), wo Stickstoff im 
Minimum vorlag (C/N = 120). 

Das Verhaltnis N: K: P wurde in der V olldiingung einmal gleich 3:2: 1, ein 
anderes Mal 3:3: 1 gesetzt. Die Verhiltniszahlen wurden in Anlehnung an emp- 
fehlenswerte Diingergaben fiir Griinland und Getreide, also fiir Béden mit starker 
organischer Produktion gewahlt. 

Den Versuchsliésungen wurden verschiedene Sulfate zugesetzt, um die Méglichkeit 
zur Schwefelwasserstofferzeugung zu geben und so dessen Einflu8 auf den Abbau 
der Cellulose beurteilen zu kénnen. 

Kriftig beliiftete Kontrollversuche sollten die Wirkung guter Sauerstoffver- 
sorgung zeigen. 

Kin Versuchsansatz mit Zellstoff und dest. Wasser diente zur Klarung der Frage, 
ob unter Umstiinden schon im dest. Wasser Celluloseschwund auftritt. 


1 Nahrlésung nach Moriscu (aus Mayer, 1956): 1000 g Aqua dest. ; 0,2 g KNO,; 
0,2 g K,HPO,; 0,2 g MgSO,; 0,2 g CaSQ,. 
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B. Versuchsergebnisse 


I. Grundversuche 
1. Der Einflup von Phosphat, Stickstoff und Kali in Binzelgaben 
(vgl. Tab. 1) 
Tabelle 1. Zusammensetzung der Nahrlésung der 1. Serie. AuBer den angegebenen 
Verbindungen erhielt jeder Versuch in Spuren FeCl, wnd 0,1 cm A-Z-Lisung je Liter 
Alle Angaben in Gramm/Liter. Die mit * versehenen Zahlen und Fehlzeichen be- 


deuten, dafs sich die entsprechende Nahrlésung in dieser Hinsicht von der Grund- 
nahrlésung unterscheidet 


eee Wh te Se, | fsx 
BH) BO, 02 sias.ah.4h 0,01 0,1% 0,01 0,01 0,01 
en a 0,005 | 0,05* | 0,005 | 0,005 | 0,005 
Oe et «finer, cg a 0,5* = 0,5* = 
SIRES) Pe eae 0,0001 | 0,15* | 0,0001 | 0,0001 | 0,0001 
a POR 2H.O kegiee. ot |) Be 0,2* - es 
PSO SHOW adic hebie 0,07 0,07 0,07 0,07 0,07 
MeSO,-7H,0 ... .,. 0,02 0,02 0,02 0,02 0,02 
SS A elle ral 0,01 0,01 0,01 0,04 0,01 
Sei peer ee Ei) 2 = ae 0,2* 


Es sollten Anhaltspunkte tiber die Einzelwirkung von Phosphat-, Stickstoff- 
und Kaliverbindungen gewonnen werden. Als Kontrollen dienten die Volldiingung 
und der Mangelverbrauch mit der schwachen Grundlésung. Alle Kulturen wurden 
doppelt angesetzt und jeweils 
ein Becken beliiftet. Ein Ver- 
such enthielt nur Zellstoff und 
dest. Wasser. 


Oo 
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(x) 


Der Versuch wurde nach 
11 Wochen abgebrochen; » 
das Ergebnis zeigt Abb. 1. 
Der Kontrollansatz mit 
Zellstoff in dest. Wasser 
zeigte praktisch keinen 
Substanzverlust. Der Riick- 
stand war gleich der Kin- 
waage und wurde in Abb. 1 
nicht eingezeichnet. 

Eine eindeutige Beschleu- N+K+P p N K Grung- 
nigung des Zellstoffabbaus NagHPO,  NaNOs KCL bung 
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j i i 3 Abb. 1. Zellstoffriickstande in den Versuchen der 1. Serie. 
zeigte sich in dem Voll Die gestrichelte Linie gibt die Hohe der Hinwaage und 


diingungsversuch und im gleichzeitig die Menge des Riickstandes im Versuch mit 
$ 2 dest. Wasser an, die Héhe der Saéulen die Menge des Riick- 
Ansatz mit Na,HPQ,. Die standes. — Beltiftete Versuche schraffiert 


Versuche mit  einseitiger 
Gabe von Stickstoff- und Kaliverbindungen und die Grundlésung 


wiesen nur sehr geringen Abbau auf. 
; DOK 
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Bei der Volldiingung war der Abbau im beliifteten Becken mit einem 
Substanzverlust von 85% besser als im unbeliifteten mit nur 72%. Be- 
sonders giinstige Verhaltnisse ergaben sich bei einem Vorhandensein von 
Chironomidenlarven, worauf spadter noch eingegangen werden muf. 
Beim Phosphatversuch war das beliiftete Becken mit 60% Substanz- 
verlust dem unbeliifteten unterlegen (70%). Der Mangelversuch zeigte 
8% (+ 0,) und 9% Verbrauch. Im gleichen niedrigen Bereich lag der 
Versuch mit KCl, wihrend NaNO, um einige Prozent besser lag (18% 
bei Durchliiftung gegen 14%). 


2. Die Wirkung verschiedener Kombinationen von Phosphat, Stickstoff und 
Kali auf die Zellstoffzersetzung. Versuche der Serie 2 
Es wurden die Kombinationen K + P, K + N, P + NH, und P + NO,’ gegen 
die Kontrolle N + P + K und gegen den Mangelversuch gepriift. Die Serie wurde 
wieder doppelt angesetzt und eine HAlfte beliiftet. Im Unterschied zur Serie 1 
wurde CaCO, zugegeben (siehe Tab. 2). 


Tabelle 2. Zusammenstellung der Versuchslésungen der 2. Serie. Aufer den an- 
gegebenen Verbindungen erhielt jeder Versuch in Spuren FeCl, und 0,1 cm’ A-Z- 
Lésung je Liter 
Alle Angaben in Gramm/Liter 


Grund- Voll- +K +K +P = ae te 

lésung | diingung +P +N + NHy + NO,’ 
(NED) 3S O (eertaes eet en s,s 0,01 0,1* 0,01 0,01 0,01 0,01 
KINQS fete a ocak oe 0,005 0,05* 0,005 0,05* 0,005 0,005 
N@INOS ieobee. beeen cols — 0,5* = 0,08* — 0,15* 
KER OV. ben sa bt oheten te 0,0001) 0,15* 0,2* 0,0001! 0,0001; 0,0001 
Na,HPO,:2H,0O. .... ag sie ae = a 0,5* 
CaSO; 2H.0} Ooste st. 0,02 | 0,02 | 0,02 | 0,02 | 0,02 | 0,02 
MgSO,-7H,O ..... 0,02 | 0,02 | 0,02 | 0,02 | 0,02 | 0,02 
NaClile yt ecinae toe epee: te 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 
CaCOg asians Sac. ch th ete 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 
(NH,)HPO,! & fs. 3) £4 = ee a = 0,4* a 


In den einzelnen Kombinationen sind die Verhaltnisse der Elemente 
zueinander im wesentlichen wie in der Volidiingung gehalten, eine Aus- 
nahme macht nur die Zusammenstellung P + NO,’, in der P einen 
stirkeren Anteil hat. Die absoluten Mengen der einzelnen Elemente 
konnten natiirlich nicht auch alle gleich gehalten werden, da sonst 
noch andere Verbindungen in den Diingungsplan hatten aufgenommen 
werden miissen, die eine Reihe von unkontrollierbaren Wirkungen mit 
sich bringen kénnten. Kontrolluntersuchungen zu der Kombination 
K +N sollten den Einflu8 verschiedener absoluter Mengen klaren; 
hieriitber wird weiter unten berichtet. Die Versuchsdauer wurde auf 
7 Wochen beschrinkt, die Ergebnisse zeigt Abb. 2. 
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Ks zeigte sich eine deutliche Beschleunigung der Zersetzung im Voll- 
_diingungsversuch gegeniiber allen anderen, wobei das belitiftete Becken 
mit 90% gegeniiber dem unbeliifteten mit 65°, Substanzverlust fiihrte. 
Ebenfalls rege Umsetzung ergab die Kombination von P + N, wobei 
zwischen der Wirkung von NH, und NO,’ kein exakter Unterschied 
herauskam. Die beliifteten Becken wiesen jeweils einen gréBeren Sub- 
stanzverlust auf. Die Differenz ist aber relativ gering und diirfte noch 
dadurch etwas zu groB 

sein, daB in den unbe- 02 

lufteten Becken bei Auf- 
kommen von Schwefel- 
wasserstoff eine starke 
Cyanophyceenentwick- 
lung die Trockengewich- 
te des Riickstandes et- 
was zu hoch erscheinen 
lieB. 

Die Kombination 
K+ N zeigte so gut 
wie keine Zellstoffzerset- 
zung, wahrend K + P : 
und die Grundlésung, N+K+P = K+N K+? fp tee pie Nes arunge 


KHPO, (NtH,),HP0, NaNd losun 
also der Mangelversuch, ie Shei t pad oe Na,tHPO, g 


einen etwas starkeren “erp i 

3 Abb. 2. Zellstoffriickstande in den Versuchen der 2. Serie. 
Abbau aufwiesen, aber Zur Erklairung vgl. Abb. 1 
auch noch sehr schlecht 
lagen. Durch den zeitlich friiheren Abbruch der Versuche gegeniiber der 
Serie 1 diirften sich méglicherweise spater auftretende Unterschiede 
nicht mehr ausgewirkt haben (vgl. Abb. 1). 

Zusammenfassend ist fiir beide Serien festzustellen: N allein (als 
NaNO,) bewirkte eine maéBige, in Kombination mit K (NaNO, und 
KNO,) iiberhaupt keine Steigerung der Zersetzung. Na,HPO, wies eine 
starke Abbaubeschleunigung auf, K,HPO, nur eine geringe. P + N 
zusammen wirkten gut und kamen in ihrem Erfolg der Volldiingung 
nahe. Die Durchliiftung brachte meist nur eine maBige Steigerung mit 
sich, in einigen Fallen blieb diese auch ganz aus. Bei gleicher Ausgangs- 
menge an Sauerstoff ergibt sich also fiir anhaltende Beliiftung keine 
einheitliche und eindeutige Wirksamkeit. 
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3. Die chemischen und biologischen Abléufe in den Kulturen, 
dargestellt an einigen Beisprelen 
Es soll nun versucht werden, ein Bild von den chemischen und biologischen Ab- 
laufen in den Versuchsbecken zu entwerfen. Zu den Abbildungen sei vorausge- 
schickt: Auf der waagerechten Achse ist die Versuchsdauer in Wochen aufgetragen, 


Organismen/ ome 
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auf der Senkrechten im unteren Teil der Abbildungen die Organismenzahlen je 
Kubikzentimeter, und zwar links die Zahl der Ciliaten, Amoeben usw. und rechts 
die der Bakterien (Keimzahl). Im oberen Teil der Darstellung werden die Kurven 
der chemischen Faktoren gegeben. Teilweise mufte fiir die Stickstoffverbindungen 
ein anderer Mafstab gewahlt werden als fiir Sauerstoff und Schwefelwasserstoff, 
um die Kurven des letzteren nicht vollig verschwinden zu lassen. Die Kurven des 
biologischen und des chemischen Teils iiberschneiden sich manchmal, was nicht zu 
vermeiden ist, wenn die 
GroBe der ganzen Abbil- 
dung nicht allzu umfang- 
reich werden soll. 


a) Volldiingungs- 


g 

7 versuche 

10 Abb. 3 stellt die Ver- 
= haltnisse im_ beliifteten 

°S Volidiingungsversuch 


der Serie 2 dar. Der 
tame |) 1700 


Y —Rotataria Sauerstoffgehalt zeigt 

= tetera” trotz Beliiftung in der 

= 4. Woche ein Mini- 

jae : mum, erreicht aber gegen 

‘s Versuchsende den Aus- 

<  gangswert wieder. Ni- 

tratstickstoff sinkt trotz 

derhohen Anfangsmenge 

wchen von nahezu 400 mg/l 

Abb. 3. Beliifteter Volldiingungsversuch schon in der 4. Woche 


stark ab; es bleiben 
aber 15 mg/l erhalten. Mit dem Abbau des physiologisch alkalischen 
Nitratsalzes steigt der py-Wert in der 5. Woche iiber 8, fallt also aus 
dem Bereich der verwendeten Chinhydronelektrode heraus. Die mit 
Indicatorpapier weiter verfolgten Werte stiegen nur wenig iiber py 8 an. 
Phosphat steht wahrend des ganzen Versuches im Uberschu8 zur Ver- 
fiigung. 

Die Keimzahl zeigt zwei Maxima, denen jeweils ein Ciliatenmaximum 
folgt, ein gréferes in der 3. Woche zusammen mit dem Sauerstoff- 
minimum und ein kleineres gegen Versuchsende. Beide Maxima werden 
allein von Cyclidium citrullus bestimmt. Dem Zusammenbruch der 
Ciliatenpopulation folgt unmittelbar ein Maximum der Flagellaten- 
entwicklung (Chilomonas u. a.). Die Kurve der ebenfalls haufig vor- 
kommenden farblosen kleinen Flagellaten ist aus Raummangel nicht 
eingezeichnet; ihr Maximum fallt mit dem der Ciliaten zusammen. 

Den unbeliifteten Parallelversuch zeigt Abb. 4. Die Grundtendenz 
ist die gleiche wie im beliifteten; der Sauerstoffgehalt sinkt jedoch viel 
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tiefer ab. Ein geringer Anstieg erfolgt spater durch die Anwesenheit 
assimilierender Scenedesmus-Arten. Die Stickstoffverbindungen werden 
restlos verbraucht. Der starke Abfall der Nitratkurve ist beiden Ver- 
suchen gemeinsam. Es la8t sich nicht mit Sicherheit sagen, ob der Stick- 
stoff restlos organisch gebunden wurde, oder ob ein Teil durch denitri- 
fizierende Bakterien als N, verloren ging, da keine Gesamtstickstoff- 
bestimmung gemacht wer- 
den konnte. 400 2-7 — 
Im _ unbeliifteten Voll- HH Gd Mae 
diingungsversuch wurde der i 
Zellstoff in der 2. Woche 
durch kraftige Gasent- 
wicklung an die Ober- 
flache gehoben und ver- 
blieb dort langere Zeit als 
schleimige Masse. Welcher 
Art das Gas war, ist un- 
sicher, da keine Gasanalyse 
gemacht werden konnte, 


doch diirfte ein Teil Me- € 

than sein, das bei der Cellu- StL 

losezersetzung als Sekun- 8 ae Ne 
darprodukt auftritt (Buck- §& ; 

sTEEG 1941, RrepEL-BaL- ~ jaggy \ ox 

DES 1955).  aaaehiee ele 


; : 0 Po, en a et ERE 2 
b) Volidiingung mit Besatz Wochen 
von Chironomidenlarven Chlorophycea 
In eimem unbeltifteten Abb. 4. Unbeliifteter Volldiingungsversuch 


Volldiingungsversuch (siehe 

Tab. 1) traten wenige Tage nach dem Ansetzen Larven von Chironomus 
thumni K. auf, die sich bei einer Temperatur von 21° C nach 30 Tagen 
verpuppten. 

Uber die chemischen Verhaltnisse dieser Zeitspanne unterrichtet 
Abb. 5. Gegen Ende der 4. Woche ist Nitrat vollig verbraucht, NH,’ 
bleibt bis Versuchsende erhalten, méglicherweise in Zusammenhang mit 
den Stoffwechselprodukten der Larven. Der Sauerstoff wird restlos 
verbraucht, und es treten weitgehend anaerobe Verhaltnisse auf, aber 
erst nach dem Schliipfen der Miicken. 

Beim Vergleich des Organismenbesatzes dieses Beckens mit einem 
Versuchsansatz ohne Larven (Abb. 4 u. 5) fallt zundchst folgendes auf: 
die anfinglich hohe Keimzahl fallt im Chironomusversuch schon am 
Ende der 1. Woche ab; der entsprechende Abfall in der Kontrolle liegt 


mzah/ 
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am Ende der 3. Woche. Hier bleibt die Keimzahl dann niedrig, wahrend — 
im Chironomusversuch nach dem Schliipfen der Imagines die Keimzahl 
wieder stark ansteigt. Ciliaten treten in der Kontrolle nach 2 Wochen 
maximal auf, im Chironomusversuch erst am Ende der 3. Woche. Es 
liegt der SchluB nahe, da in dem einen Fall die Ciliaten, im anderen vor 
allem die Larven den Abfall der Keimzahl bewirkt haben. Das Auf- 
kommen der Ciliaten ist 
also durch die Nahrungs- 
konkurrenz der Larven 
zeitlich verz6gert worden. 
Auffallig ist im Chirono- 
musversuch das _ vé6llige 
Verschwinden der anfang- 
lich entstandenen gelb- 
lichen Uberziige von Bak- 
terien auf dem Zellstoff, 
der nach 10 Tagen wieder 
die weiBe Ausgangsfarbe 
angenommen hatte. Die 
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a = Zahl der kleinen Flagel- 
: laten erfuhr keine Minde- 

2000 S rung, sondern nahm zu; 
ob diese Erscheinung mit 


N 
) 


dem Fehlen der Ciliaten, 
die teilweise ihre Verfolger 


0 sind, oder mit einer For- 

Chironomus—Larven motion derung durch die Stoff- 

Abb. 5. Unbeliifteter Volldiingungsversuch mit Besatz von wechselendprodukte der 
Chironomus-Larven. Kleine Flagellaten aus Platzmangel F es 

nicht eingezeichnet (val. Text) arven zusammenhingt, 


bleibt dahingestellt. Zeit- 
lich fallt das Maximum der kleinen Flagellaten im Chironomusversuch 
mit dem in der Kontrolle zusammen. In Abb.5 ist die Kurve der kleinen 
Flagellaten aus technischen Griinden weggelassen worden. 

Abweichend von der Kontrolle ist der hohe Anteil der Amoebina am 
Gesamtbesatz im Chironomusversuch und umgekehrt in letzterem ein 
Fehlen groBer Flagellatenformen. 

Im Endeffekt zeigte sich im Chironomusversuch eine stark gesteigerte 
Zellstofizersetzung mit 88% gegeniiber der Kontrolle mit 72° Sub- 
stanzverlust. Der entsprechende Wert fiir den beliifteten Parallelversuch 
betragt 85%. Der Chironomuslarvenbesatz kommt also in seiner Wir- 
kung an die der Beliiftung heran. In welcher Weise die Umsatzbeschleu- 
nigung erfolgte, ist nicht genau zu sagen. Méglicherweise nehmen die 
alteren Larven den Zellstoff ganz auf, waihrend sie in jiingeren Stadien 
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nur den Bewuchs abweiden. Hier miissen erst weitere Versuche Klarheit 


schaffen. 


Beziiglich der Oekologie der Chironomiden sei auf THrrnEeMANN (1954) ver- 
wiesen. Hinfliisse von Diingestoffen auf die Produktion von Chironomidenlarven in 
Kulturversuchen hat JARNEFELT (1934) untersucht. 


c) Grundlésung 
(Mangelversuch) 

Die Mangelversuche mit 
der Grundlésung zeigten 
einen relativ geringen 
biologischen Besatz. Am 
schwachsten war das be- 
luftete Becken besiedelt 
(Abb. 6), wahrend im 
unbelifteten erhebliche 
Mengen an kleinen Flagel- 
laten nachzuweisen waren 
(Abb.7). Die Einzelheiten 
ergeben sich aus den 
Kurvenbildern. Es han- 
delt sich um Versuche der 
Serie 2. 

Bemerkenswert ist, daB 
in den ersten Tagen in 
geringem Mae Nitrat- 
bildung aus Ammonium 
vorzuliegen scheint, da 
die NO,’-Werte hoher- 
liegen als die Einwaage, 
die NH,-Werte aber ent- 
sprechend tiefer. Ahnliches 
trat auch in einigen ande- 
ren Versuchen auf. Die 
geringen Mengen an Stick- 
stoffverbindungen wurden 
dann rasch verbraucht. 

Die Keimzahl lag im un- 
beliifteten Versuch hoher, 
eine Erscheinung, die wie- 
derholt beobachtet wurde. 
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Abb. 6. Beliifteter Mangelversuch 
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Abb. 7. Unbeliifteter Mangelversuch 


d) Versuch mit der Kombination Phosphat und Nitrat 
Die Abb. 8 u. 9 zeigen die Verhaltnisse im beliifteten und unbeliifteten 
Versuch mit den Zusitzen NaNO, und Na,HPQ,. 
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Im unbeliifteten Versuch (Abb. 9) trat unmittelbar nach Verbrauch des 
anfianglich in Sattigung vorhandenen Sauerstoffs Schwefelwasserstoff auf, 
der bis gegen Versuchsende erhalten blieb. Die Stickstoffverbindungen 
waren im _ unbeliifteten 
Versuch schon nach 2 Wo- 
chen véllig verbraucht; 
im Parallelversuch wurde 

= dieser Zustand erst etwas 
S > spater erreicht. P,O,; blieb 
: in Mengen bis 50 mg/l 
a erhalten, war also weit 
T= hones 20000 im UberschuB vorhanden. 
~~~ Rotatoria Seine Kurve zeigt einen 
leichten Anstieg kurz nach 
dem Schwefelwasserstoff- 
maximum, was durch das 
Absterben eines Teils der 
Organismen erklart wer- 
den kann. 

Die Keimzahl erreichte 
a im unbeliifteten Versuch 

Wochen ihr Maximum in = der 
Abb. 8. Versuch mit NaNO, und Na, HPQ,. Beliiftet 2. Woche, fiel aber dann 
stark ab und stieg gegen 
Versuchsende stark an. 
Die Ciliaten zeigten ein 
6 3000 Maximum zu Beginn der 
H,S- Produktion, etwas 
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ys 63 Die biologischen Ver- 
4 = haltnisse im _ beliifteten 
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Versuch  unterscheiden 
sich von denen im unbe- 


™~ 
te $ lifteten erheblich, was 
| a0 & auf dem Vorhandensein 
oa & von Sauerstoff und Fehlen 
8 von Schwefelwasserstoff 
& 10 im ersteren beruht. Das 
Maximum der Ciliaten war 
. 73 0 bei Beliiftung viel gréBer 
Wochen (Abb. 8), der Zusammen- 


Abb. 9. Unbeliifteter Versuch mit NaNO, und NaHPO, bruch der Bakterienpopu- 
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lation vollstandiger als im Parallelversuch. Gegen Versuchsende gewannen 
die Rotatorien die Oberhand. 

Der beliiftete Versuch gibt ein gutes Beispiel fiir die Sukzession der 
verschiedenen Organismengruppen und Arten. In ihrem Gesamtverlauf 
weist sie groBe Ahnlichkeit auf mit der von Wooprurr (zit. nach ODUM 
1954) gegebenen Darstellung der Sukzession der dominierenden Or- 
ganismen in einer Aufgufkultur. Hier wie dort erfolgt zunachst eine 
starke Vermehrung der kleinen Flagellaten. Es folgen die Ciliaten, wenig 
spater auch Amoeben und gréfere Flagellatenformen und in unserem 
Beispiel gegen Versuchsende Rotatorien. Innerhalb der Ciliaten lésen 
sich Cychidium, Microthorax und Paramaecium in der dominierenden 
Rolle ab. Auf diese Sukzessionen soll nicht in allen Versuchen ein- 
gegangen werden, deshalb ist an diesem gut ausgebildeten Beispiel darauf 
hingewiesen. 

In dem zuletzt behandelten Versuchspaar tritt zum erstenmal im 
unbelifteten Becken Schwefelwasserstoff auf. Das beliiftete Becken 
ohne H,S wies einen um 10% hdheren Substanzverlust auf. Der Unter- 
schied reicht jedoch nicht aus, eine wirklich sichere Hemmung oder For- 
derung in dem einen oder anderen Versuch anzugeben. Immerhin war 
auch in den anderen Versuchen meist die Umsetzung im beliifteten 
Becken etwas hoher als im unbeliifteten. 


IT. Spezielle Fragestellungen 


1. Der EinfluB des Schwefelwasserstoffgehaltes und des Sulfats 
nebst einem Versuch mit K-Mangel 


Es soll hier der Einflu8 des Schwefelwasserstoffs auf die Zersetzung 
des Zellstoffs verfolzt werden. Doch mu8 gleich betont werden, daf 
gerade in diesem Falle verschiedene Faktoren in einander greifen und 
eine genaue Abgrenzung nicht immer mdglich ist. Das gilt vor allem fiir 
den EinfluB des Sauerstoffs, da ja nur bei seinem Fehlen Schwefelwasser- 
stoff iiberhaupt erhalten bleiben kann. 


Kuust u. Mann (1955b) fanden bis zu einem Gehalt von 2,76 mg/I véllige Hem- 
mung des Abbaus. Bei diesen Versuchen wurde H,S eingeblasen, wahrend in den 
eigenen der Schwefelwasserstoff biologisch durch Reduktion von Sulfaten aus der 
Nahrlésung erzeugt wurde. Dadurch ist die H,S-Konzentration natiirlich nicht 
gleichmaBig wahrend der ganzen Versuchszeit; aber das 1a Bt sich auch bei groBeren 
Versuchsgefafen und haufigen Probenentnahmen iiber langere Zeit nicht durch Kin- 
blasen erreichen. Zu Versuchsbeginn fehlt bei allen Ansitzen Schwefelwasserstoft 
so lange, bis ein Absinken des Sauerstoffgehaltes unter 1 mg/l das Erhaltenbleiben 
yon H,S erméglicht. Das ist meist in der 2. Versuchswoche der Fall. Danach steigt 
der H,S-Gehalt rasch an, fallt aber nach Erschépfung der Sulfatquelle wieder ab, 
um frither oder spater ganz zu verschwinden. Trotz dieser Mangel der Methode 
scheint mir die ,,biologische H,S-Erzeugung‘‘ den Verhaltnissen in der freien Natur 
angepaBt zu sein und den Vorzug vor dem Einblasen des Schwefelwasserstoffs zu 


haben. 
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Vergegenwartigen wir uns zunachst noch einmal einige Ergebnisse der 
bisherigen Versuche: In der Serie 2 mit einer Versuchsdauer von 7 Wochen 
ergaben die Ansdtze mit Phosphat und NH, bzw. NO,’ bei Beliiftung 
eine Abbaubeschleunigung gegeniiber dem unbeliifteten Parallelversuch, 
in dem sich Schwefelwasserstoff entwickeln konnte. Der Unterschied 
zwischen beliiftet und unbeliiftet war jedoch nicht so grof8 wie beim 
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Abb. 10. Beliifteter Versuch mit (NH,),.HPO, und Sulfat 
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Kontrollversuch mit Voll- 
diingung. —Bei Versuchen 
mit Na,HPO, mit einer 
Versuchsdauer von 11Wo- 
chen (Serie 1) lag der be- 
liiftete Ansatz mit einem 
um 10% geringeren Sub- 
stanzverlust schlechter als 
der unbeliiftete, in dem 
5 Wochen lang H,8 bis 
3mg/l nachzuweisen war. 
Hier ist daran zu denken, 
da8 in der relativ langen 
Zeit ohne Schwefelwasser- 
stoff eine méglicherweise 
vorhandene Differenz ge- 
geniiber dem _ beliifteten 
Versuch ausgeglichen wor- 
den ist. 

Ehe weitere Folgerun- 
gen gezogen werden, soll 
noch ein anderes_ Ver- 
suchspaar behandelt wer- 


den und zwar Versuche mit (NH,),HPO, und den iiblichen Sulfatgaben 


(vgl. Tab. 2). 


Im belifteten Versuch (Abb. 10) sinkt die Sauerstoffkurve trotz 
dauernder Luftzufuhr in der 3. und 4. Woche stark ab, erreicht aber 
gegen Versuchsende wieder den Ausgangswert. NH,’ wird zu etwas iiber 
die Halfte verbraucht. Die Keimzahl ist anfianglich sehr hoch, fallt aber 
dann rasch ab. Die Ciliatenpopulation iiberschreitet 1200 je em? nicht, 
ist also nur wenig zahlreich. Das erste Maximum (2. Woche) bewirkt 
Cyclidium citrullus, die beiden anderen Paramaecium caudatum. Amoeben 


treten von der 2. Woche an auf. 


Vergleicht man den Versuch ohne Sauerstoffzufuhr (Abb. 11), so 
fallt zweierlei auf: 1. Das Auftreten von Schwefelwasserstoff in che- 
mischer Hinsicht und 2. der sehr starke Besatz mit Lebewesen. Nitrat 
wird wie auch im Parallelversuch sofort verbraucht, Ammonium bleibt 
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zu fast zwei Drittel erhalten. Die Sauerstoffkurve sinkt sehr schnell ab 


und es kommt zur Entwicklung von H,S von der Mitte der 2. Woche an 
(vgl. Abb. 11). 


Zur Darstellung der biologischen Verhaltnisse in den Kurven ist zu bemerken, 
daB die aufgetragenen Werte die Durchschnittswerte der Zahlungen der Boden- 
und der Oberflachenzone sind. Dieses Verfahren wurde gewahlt, weil wegen der 
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Abb. 11. Unbeliifteter Versuch mit (NH,),.HPO, und Sulfat 


starken Schwefelwasserstoffentwicklung die Ciliatenbevélkerung vorzugsweise in 
der Nahe der Wasseroberflache zu finden war, wo die Sauerstoffversorgung wegen 
der Diffusion aus der Luft relativ am besten war. Bei der Darstellung sollte aber ein 
Bild der gesamten organischen Produktion gegeben werden, und so wurde auf die 
Durchschnittswerte zuriickgegriffen, die jetzt aus den Abbildungen heraus keine 
ékologischen Aussagen tiber die eingetragenen Formen erlauben. 

Die Ciliatenpopulation erreicht im unbeliifteten Versuch mit 
(NH,),HPO, und Sulfatgabe (Abb. 11) ihr Maximum zur Zeit einer 
Schwefelwasserstoffkonzentration von 4,4 mg/l, ist aber zu dieser Zeit 
vor allem an der Oberflaiche zu finden. Zahlenmafig verhalt sich die 
Zahl der Ciliaten an der Oberflache zu der am Grunde wie 7:1. Die 
Ciliatenproduktion hat also unter aeroben Bedingungen stattgefunden, 
wahrend der Zellstoff in der sauerstofflosen Tiefenzone lag. 

Bei zunehmendem H,S-Gehalt folgt ein volliger Zusammenbruch der 
Population und ein schwacherer Anstieg nach Abklingen der Schwefel- 
wasserstoffentwicklung. Das Maximum wird fast ausschlieBlich von 
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Trichopelma eurystoma (Holotricha: Trichostomata) gestellt. Cyclidium 
citrullus verschwindet unmittelbar bei Auftreten von H,S. Gegen Ver- 
suchsende tritt Vorticella spec. auf. Gegen Schlu8 der Schwefelwasser- 
stoffphase erreicht Chilomonas paramaecium ein Maximum, findet sich 
jedoch ausschlieBlich an der Oberflache. Die kleinen farblosen Flagellaten 
treten wahrend der Zeit der H,S-Entwicklung vollig zuriick. 


Tabelle 3. Versuche zur Wirkung von H,S, Sulfat und Kali 


K,HPO, wurde im dritten Versuch nicht ersetzt, da Phosphat schon im UberschuB 
vorhanden war. Spurenelemente wie normal 


ohne Sulfat mit Sulfat ohne Kalium 

(NH),80;". eee =* 0,01* 0,01 
(NH,),H PO," pee cosas 0,4 0,4 0,4 
KNOS 22.) oe See ares 0,005 0,005* —* 
NaNO,, &>.c:5 eee = lk 0,004* 
KGHP OF ts «acter nce 0,0001 0,0001* | —* 
CasOf-2 H. Ora mene, —* 0,02* 0,02 
MgSO)VH,O taal eee =" 0,02* 0,02 
NaCl aie. ce ere ane 0,01 0,01 0,01 
Ca@Qy. 255 fe ats, Paseteesse 0,05 0,05 0,05 
Ca(NO,)y°4H,Oeuk = a 0,02* —* wa 
MgCl,-6H,O...... 0,02* sot = 


Fiir den Zellstoffabbau ergibt sich im beliifteten Versuch ein Substanz- 
verlust von 78%, im unbeliifteten ein solcher von 57%. Das Ergebnis 
spricht fiir eine Hemmung des Abbaus durch H,S auch im Bereich 
niedriger Konzentrationen, jedoch ist in diesem Versuchspaar mit 
(NH,),HPO, der Unterschied zwischen dem beliifteten und dem un- 
beliifteten Becken geringer als bei dem Kontrollpaar mit Volldiingung. 
Kine Abgrenzung des Einflusses von Sauerstoffmangel und Schwefel- 
wasserstoffgehalt ist demnach nicht mit Sicherheit méglich. 

Um die Wirkung des Schwefelwasserstoffs genauer zu erfassen, miiBten 
weitere Versuche angesetzt werden. Kine véllige Verhinderung der H,S- 
Entstehung ergabe sich dann, wenn man den Nahrlésungen kein Sulfat 
zusetzen wtrde. Da aber auf diese Weise Mangelerscheinungen auf- 
treten kénnten, wurde ein Versuch wieder mit (NH,),HPO,, aber ohne 
Sulfat, auSfer mit den in der A-Z-Lésung enthaltenen Spuren, angesetzt. 
Gleichzeitig wurde die Wirkung von vélligem Fehlen von K in der Nahr- 
lé6sung erprobt bei Ausgangszusammensetzung mit (NH,),HPO,. Die 
genaue Zusammensetzung dieses und der vorhergenannten Versuche 
zeigt Tab. 3. 

Die Ergebnisse des Kontrollversuches mit (NH,),HPO, und Sulfat 
wie normal und mit H,S wurde schon weiter oben beschrieben (vgl. 
auch Abb. 11). Im Gegenversuch ohne Sulfat und entsprechend auch 
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ohne H,S liegen wesentlich andere Geschehnisse vor (Abb. 12); der 
Sauerstoffgehalt sinkt zunachst ab, bleibt 2 Wochen unter 1 mg/l und 
steigt dann wieder stark an, als Folge einer zunehmenden Besiedlung mit 
Scenedesmus und Ankistrodesmus, die aber nicht zu einer sichtbaren 
Ergriinung des Beckens fiihrte. Mit steigendem Sauerstoffgehalt gegen 
Versuchsende setzte Nitrit- und Nitratbildung ein, die schlieBlich bei 
einem Nitritgehalt von 
20 mg/l zu weitgehender 
Verddung der  Lebens- 
gemeinschaft fiihrte. Die | 
Ciliaten erreichten mit a. Baise 
Cyclidium citrullus ein 100 
gewaltiges Maximum von ™/! 
tiber 19000/cm*. Die Mehr- 
zahl fand sich in der Nahe 
einer diinnen Kahmhaut 
an der Oberflaiche. Diese g 
starke organische Produk- 
tion spricht gegen den 
oben geauBertenVerdacht, 
der Mangel an Sulfat 
koénnte allgemein hem- 
mend wirken, schlieBt aber 
nicht aus, daB einzelne 
Organismengruppen doch 
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wicklung erleiden kénnen. Abb. 12. Unbeliifteter Versuch mit (NH,)sHPO,. 
Ks ist auch daran zu Ohne Sulfat 


denken, daB eine Uber- 

entwicklung der Ciliaten den cellulosezersetzenden Bakterien schadlich 
ist und auf diese Weise eine Umsatzverschlechterung eintritt. Tat- 
sichlich fihrt die Ciliatenentwicklung zum Zusammenbruch der 
Bakterienpopulation, die sich erst nach dem Verschwinden des 
Ciliatenmaximums wieder erholt, dann allerdings eine sehr starke 
Vermehrung durchmacht. 

Der Ciliat Trichopelma eurystoma, der im schwefelwasserstoffhaltigen 
Versuch fast die ganze Ciliatenpopulation stellte, tritt auch in diesem 
Becken auf; es ist also nicht auf H,S angewiesen. 

Beziiglich der méglichen Giftwirkung des reichlich zugesetzten Am- 
moniumsalzes mu8 daran erinnert werden, daB der vorliegende Gehalt 
nur rund 1 mg/I ,,freiem NH,‘ im Sinne von WUHRMANN, ZEHENDER 
u. WoxeEr (1947) entspricht, also noch keine starke Giftwirkung zeigen 


kann. 


Keimzahl 
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Im K-Mangelversuch (Abb. 13) bleibt NH, nahezu erhalten, der 
Sauerstoff wird rasch verbraucht, aber nicht erganzt und es tritt 
mehrere Wochen lang H,S auf. Das Auftreten von Schwefelwasserstoff 
erfolgt zur gleichen Zeit wie im Kontrollversuch (Abb. 11) und 
erreicht auch die gleiche Hohe; die Reduktion des Sulfates erfolgt also 
auch bei Kalimangel. Ebenfalls nicht betroffen wurde die Bakterien- 
entwicklung, die Keimzahl erreicht erhebliche Werte (Abb.13). In 
den ersten Wochen fanden 
sich kleine Flagellaten bis 
750/cm3, die aber nachher 
voéllig zuriicktraten und 
in der Darstellung nicht 
beriicksichtigt | wurden. 
Dasauffallendste Ergebnis 
des Versuches ist das Feh- 
len von Ciliaten. Amoeben 
fanden sich in einigen 
kleinen Exemplaren im 
Bodensatz. Der einge- 
brachte Zellstoff nahm 
eine weinrote Farbe an, 
deren Ursache Bakterien 
waren, die aber nicht iden- 
tifiziert werden konnten. 
In Frage kommen u. a. 
anaerobe Cellulosezerset- 
g nba? SoS tee * zer(RIPPEL-BALDES 1955). 

Purpurbakterien —traten 
nur in einigen wenigen 
Kolonien auf. 

Der Zellstoffabbau ergab in den letzten Versuchen: mit Sulfat 57%, 
ohne Sulfat 32%, ohne Kali 41% Substanzverlust (vgl. auch die Abb. 14, 
Nr. 1—3). Der Versuch mit Sulfat und mit Schwefelwasserstoff zeigt 
von den dreien die beste Umsetzung. Der Kalimangelversuch erweist 
sich als durchaus konkurrenzfaihig und liegt besser als der Versuch ohne 
Sulfate. Es muB in diesem Zusammenhang darauf hingewiesen werden, 
daB von absolutem Kalimangel nicht die Rede sein kann, da Spuren 
z. B. aus dem Glas der GefiiBe in die Kulturen gelangt sein kénnen. Die 
endgiiltigen Schliisse werden sich erst aus kommenden Versuchen er- 
geben. Ebenfalls nur als Vorversuch ist der Ansatz ohne Sulfat zu 
werten. Es ergibt sich aus ihm, da die Spuren von Sulfat aus 
der A-Z-Loésung offensichtlich nicht ausreichen, einen kraftigen Ab- 
bau zu erméglichen. Jedenfalls ist diese Art der Verhinderung der 
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Abb. 13. Unbeliifteter Versuch mit (NH,),HPO,. 
Kein Kalium 
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Schwefelwasserstoffentwicklung nicht brauchbar, da sie Fehler mit 
sich bringt. 


2. Die Wirkung von Kalium- und N atrvumphosphat 


Die férdernde Wirkung des Ammoniumphosphates auf den Zellstoff- 
abbau wurde schon im vorhergehenden Abschnitt erwahnt. Natrium- 
phosphat hatte im 11-Wochenversuch eine deutliche Beschleunigung der 
Zersetzung bewirkt, ein entsprechender Erfolg von Kaliumphosphat 
war ausgeblieben. Offenbar ist die Wirkung des Phosphats verschieden, 


(NH,), HPO, 


(ae ees Ue ak CP eS: CP Wah iii A 
-50, +50, +50, K+Na K Na Voll 
-K Phosphat 


Abb. 14. Zellstoffriickstiinde in den Versuchen der 3. Serie. 
Die gestrichelte Linie gibt die H6he der Hinwaage an 


I Mit (NH,),HPO,; ohne Sulfat. — 2 Mit (NH,),HPO,; mit Sulfat. — 3 Mit 
(NH,),HPO,; mit Sulfat, ohne Kalium. — 4 Mit KNO, + NaNO,;K: Na = 1: 7.— 
5 Mit KNO, + NaNO,; K: Na=1:1. — 6 Mit K,HPO, 0.15 + Na,HPO, 0,30 
zur Grundnahrlésung. — 7 Mit K,HPO, 0,4 zur Grundnahrlosung. — 8 Mit 
Na,HPO,-2 H,O 0,5 zur Grundnahrlésung. — 9 Mit modifizierter Volldiingung mit 
Calciumnitrat. Na im Minimum. — 10 Wie 9, aber Phosphat im Minimum. — 
11 Wie 9, aber Kaliumverbindungen ersetzt durch entsprechende Natriumverbin- 
dungen. Kaliummangel. — 12 Normale Volldiingung wie in Serie 2. 


je nachdem in welcher Form es vorliegt. Zu dieser Frage wurden einige 
Versuche unternommen und zwar sowohl mit Einzelgaben von Kalium- 
und Natriumphosphat als auch mit einer Kombination beider. (Mengen- 
angaben unter Abb. 14.) Es wurde die gleiche Phosphatmenge gewahlt, 
die in der Kombination mit Nitrat eine giinstige Wirkung gezeigt hatte. 
Die P-Gehalte der Versuche waren etwa gleich. Die Versuche liefen tiber 
7 Wochen und zeigten hinsichtlich des Celluloseabbaus folgendes Er- 
gebnis (vgl. Abb. 14, Nr. 6—8): K,HPO, + Na,HPO, 45%, K,HPO, 
26%, Na,HPO, 37% Substanzverlust. 
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Abb. 16. Unbeliifteter Versuch mit K,HPO, 


Gegentiber der Serie 1 
ergibt sich fiir Na,HPO, 
eine wesentliche Ver- 
schlechterung des Ab- 
baus. Hierfiir gibt es zwei 
Erklérungsmoglichkeiten: 
1. Die langere Versuchs- 
zeit im ersten Ansatz 
erméglichte eine weiter- 
gehende Zersetzung, 2. die 
hdhere Konzentration des 
Phosphats wirkte hem- 
mend. Auf die schlechtere 
biologische Tatigkeit im 
zeitlich kiirzeren Versuch 
weist das lange Erhalten- 
bleiben von Sauerstoff 
hin, das ein Auftreten von 
freiem Schwefelwasser- 
stoff erst gegen Ende der 
5. Woche zulieB. In der 
ersten Serie dagegen trat 
H,S von der 2. Woche 
an auf und blieb 5 Wochen 
erhalten. 

Die geringste Umsatz- 
beschleunigung zeigt der 
K,HPO, Versuch, derzwar 
bei etwas stirkerer Do- 
sierung gegeniiber der 
friiheren Serie eine bessere 
Zersetzung aufweist, aber 
doch auch hier schlecht 
abschneidet. Die chemi- 
schen Umsetzungen unter- 
scheiden sich nur wenig 
von denen im Na,HPO,- 
Versuch (vgl. Abb. 15 u. 
16). Schwefelwasserstoff 
tritt in beiden Fallen erst 
gegen Versuchsende auf. 
Von den anfinglich rasch 
verbrauchten Stickstoff. 
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verbindungen, die in sehr geringer Konzentration gegeben wurden, ist 
in der 7. Woche NH, wieder nachweisbar. 

Die biologischen Verainderungen weichen in verschiedenen Punkten 
voneinander ab. So liegt im K,HPO,-Versuch das Bakterienmaximum 
in der dritten Woche, zeitlich gleich mit dem der Ciliaten. Bei Na,HPO, 
halten die Ciliaten das Bakterienmaximum zunichst zuriick ; der Zu- 
sammenbruch der Cili- 
atenpopulation leitet zu 
einem Maximum der 


i ee ee ee 

SBV 4 

Keimzahl iiber, dem 8 a 1 
a 


wieder eine Zunahme der ma/' 
Ciliaten gegen Versuchs- yA 
SURO RUM ie Lalit Sol wey be fone 

Wahrend das Auftreten 3 
kleiner farbloser Flagel- 4000 are ates gah ot | youuo 
laten in beiden Versuchen -—— Spirastomum i 
etwa gleichsinnig verlief, "E $ro7 (zt om Coe ite 
wies der K,HPO,-Ansatz Ss ; \ 
eine enorme Besiedlung rs H Keimzah/ 
mit Chilomonas paramae- See eae 
cium auf, dessen erstes > 
Maximum mit dem der oe hed 
Ciliaten zusammenfiel, 
wahrend ein zweites gré- , ne Se Oe a 
Beres zu Beginn der H,S- Wochen 
Produktion lag. Abb. 17. Versuch mit K,HPO, und Na,HPOQ,. 


Der dritte Versuch der pepagr poe 


Serie, die Kombination 

der beiden Phosphate, wies die giinstigste Umsetzung auf, kam aber 
nicht an die Wirkung der Volldiingung heran. Wie Abb.17 zeigt, wurde 
O, rasch verbraucht; Schwefelwasserstoff trat gegen Ende der 
3. Woche auf und blieb bis gegen Versuchsende erhalten. P,O; fand 
sich bis Versuchsende mit 50 mg/l vor, stand also reichlichst zur 
Verfiigung. Die Keimzahl hatte ihr Maximum am Ende der 1. Woche 
mit 45000 Keimen und ging mit zunehmendem Auftreten der 
Ciliaten zuriick. Kleine Flagellaten fanden sich zu Beginn und gegen 
Ende des Versuches. 

Die Zusammensetzung der Ciliatenfauna wies starke Anklange an die 
Verhaltnisse in der obersten Schicht eines Fallaubtiimpels im Kotten- 
forst bei Bonn auf (Bick, a). Das Ciliatenmaximum stellte Halteria 
grandinella, das anfinglich von Cyclidium citrullus begleitet war. Spiro- 
stomum ambiguum trat regelmaBig auf, erst in allen Zonen, dann zur 


Zeit des Schwefelwasserstoffmaximums nur in den obersten 2 cm. Eine 
23* 


keimzah/ 
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ganz geringe Sauerstoffkonzentration hielt sich hier stets, begiinstigt 
durch die Assimilationstiatigkeit von Protococcus spec. und Scenedesmus 
spec. Auf dem Zellstoff am Grunde siedelten sich Rhodobakterien an. 
In der zweiten Versuchshalfte gewann Paramaecium caudatum zahlen- 
mifig die Oberhand. 


Zusammenfassend ist zum letzten Abschnitt zu sagen: Im lang- 
dauernden Versuch der Serie 1 erwies sich Na,HPO, bei einer Gesamt- 
phosphatgabe von 80 mg/l P,O; in der Umsetzungsintensitat durchaus 
dem Volldiingungsversuch ebenbiirtig (Abb. 1). Die auftretenden H,S- 
Konzentrationen bis 3 mg/l wahrend der Halfte der Versuchszeit ver- 
mochten keine Verminderung des Abbaus zu bewirken. Das zeitliche 
Auftreten von H,S im Versuch hangt von der Sauerstoffzehrung ab, 
da H,S friihestens bei einem Gehalt unter 1 mg/l O, erhalten bleibt. 
Die gegeniiber der ersten Serie etwas kiirzeren Versuche der Serie 3 
mit etwa 200 mg/l P,O; zeigten zwar eine Beschleunigung gegentiber 
Phosphatmangelversuchen, erreichten jedoch nicht die Wirkung der 
Volldiingung. Der rasche Verbrauch der Stickstoffverbindungen und 
damit einsetzender N-Mangel kann eine Ursache der schlechten Um- 
setzung sein. Es mu aber auch daran gedacht werden, dali Phosphat- 
gaben tiber das optimale Maf hinaus unter Umstanden hemmende Wir- 
kungen auf einzelne Organismen ausiiben kénnen, wie es RHODE (1948 
u. a.) fiir verschiedene Algen und Flagellaten nachweisen konnte. Natiir- 
liche Gewasser weisen meist Phosphatwerte auf, die erheblich unter 
denen der vorstehend geschilderten Versuche liegen: Markische Seen 
in der H,Shaltigen Bodenzone maximal 2,27 mg/l P,O,; bei wesentlich 
tieferen Durchschnittswerten (BuRSCHE 1955). In einem verunreinigten 
Bach lagen die Werte in der polysaproben Zone bei 3 mg/l, in der oligo- 
saproben Zone nur bei 0,03 mg/l P,O; (Lizpoir 1953). In meinen Ver- 
suchen lagen die Werte in der Grundlésung bei 0,038 mg/l, in der Voll- 
diingung bei 60 mg/I P,O;. 


3. Versuche mit Calcium-, Kalium- und Natriumnitrat 
mit und ohne Phosphatgaben 


Die folgenden Versuche der dritten Serie versuchen den EinfluB der 
verschiedenen Nitrate in wechselnden Kombinationen zu klaren. 


Zunichst wurde als Kontrolle eine unbeliiftete Volldiingung (wie Serie 2, Tab. 2) 
angesetzt. Dann wurde in einem Ansatz NaNO, gegen Calciumnitrat ausgewechselt; 
dieser Versuch wird als modifizierte Volldiingung bezeichnet. Parallel hierzu lief 
ein Ansatz ohne Phosphat, aber sonst gleicher Zusammensetzung. In einem weiteren 
Versuch schlieBlich wurden Kaliumnitrat und Kaliumphosphat gegen die ent- 
sprechenden Natriumverbindungen ausgetauscht. Der Nitratgehalt der 4 Ver- 
suche wurde in etwa gleich gehalten. Die iibliche Grundlésung (vgl. Tab. 2) wurde 
in einigen Punkten geindert und erginzt nach der Tab. 4. 
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Tabelle 4. Versuchsrethe mit verschiedenen Nitraten der Serie 3. 
Ergdnzungen zur Grundlésung nach Serie 2, Tab. 2 
eee 


ee 
Versuchsnummer 
Volidiingung 

(NH,),SO, . 0,1 
SEND) Se 0,05 
NaNO,. 0,5 
REM POP > Went 6yyit 0,15 
Na,HPO,-2H,O ... | is 
Ca(NO,),- 4H,O wa 


9 


Mod. Voll- 
diingung 
Na-Minimum 


0,1 

0,05 
are 

0515 


0,7* 
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10. 11. 
Ca+K+WN | Ca+Na+N 
Na — Min. cap 
P — Min. K — Min 
0,1 0,1 
0,05 == 
EK, 0,3 
0,0001* —- 
— 0,15 
0,7* 0,3* 


Uber die Intensitaét des Zellstoffabbaus in der vorliegenden Serie 
unterrichtet Abb. 14, Nr. 9—12. Die normale Volldiingung zeigt mit 
86% Substanzverlust erwartungsgemaB den besten Abbau. Es folgt die 
modifizierte Volldiingung, in der Natriumnitrat durch Calciumnitrat 


ersetzt ist, mit 62% Ab- 
nahme. Die beiden an- 
deren Versuche zeigen nur 
sehr schlechte Umsetzung, 
der P-Mangelversuch nur 
10%, der K-Mangel mit 
19° Substanzverlust eine 
etwas bessere Zersetzung. 
Na-Mangel stdrte also am 
wenigsten, K-Mangelmehr 
und P-Mangel am meisten 
den Zellstoffabbau. 

Vergleicht man die Ver- 
anderungen innerhalb der 
Kulturen wahrend der 
Versuchszeit, so zeigt 
sich in der modifizierten 
Volidiingung die gleiche 
Grundtendenz wie in der 
Kontrolle, also in der 
normalen _ Volldiingung 
(Abb. 18 u. 19). 

Der Ablauf der chemi- 
schen Anderungen ist in 
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Abb. 18. Unbeliiftete modifizierte Volldiingung. 
N+ Ca + K + P. Na im Minimum 


der Kontrolle (Abb. 19) schneller; der Sauerstoff. ist friiher verbraucht; 
das gleiche gilt fir Nitrat. NH, bleibt in beiden Versuchen in geringen 
Mengen erhalten. Schwefelwasserstoff tritt gegen Versuchsende nur in 
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dem modifizierten Versuch, also bei Na-Mangel auf (Abb. 18). P,O; 
liegt in beiden Versuchen bis zum Schlu8 in gentigender Menge vor. 
(In Abb.18 ist die Kurve des P,O, aus Platzmangel nicht eingetragen, 
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Abb. 19a. Unbeliifteter Vollditingungsversuch der Serie 3. 
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Abb. 19b. Unbeliifteter Volldiingungsversuch der Serie 3 


Biologischer Besatz 


Keimzah/ 


bei Versuchsende lagen 
15 mg/l P,O; vor.) 

In biologischer Hinsicht 
zeigt der Kontrollversuch 
(Abb. 19) zwei Keimzahl- 
maxima und einen Hohe- 
punkt der Ciliatenent- 
wicklung, der zwischen 
den Maxima der Bakterien 
liegt. Die vorherrschen- 
den Vertreter der Ciliaten 
sind Cyclidium citrullus 
und Paramaecium cauda- 
tum. 

Im Gegenversuch ohne 
Na (Abb. 18) bricht die 
Bakterienpopulation mit 
dem Maximum der Cilia- 
ten endgiiltig zusammen, 
gegen Versuchsende ge- 
winnen Amoeben und 
Rotatorien zunehmend an 
EKinfluB. Die vorherrschen- 
den Ciliaten sind die 
gleichen wie in der Kon- 
trolle. 

Der P-Mangelversuch 
wies nur einen schwachen 
biologischen Besatz auf 
(Abb. 20), dementspre- 
chend fallt die Sauerstoff- 
kurve auch nur gering- 
fiigig ab und steigt gegen 
Versuchsende wieder zum 
Ausgangswert an. Letz- 
teres ist die Folge einer 
schwachen  Algenbesied- 
lung auf dem Zellstoff. 
Nitrat und Ammonium 
wurden nur in sehr ge- 
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ringem Ma8e verbraucht 
(Abb. 20). Das Maximum 
der Keimzahl lag bei Be- 
ginn der  Versuchszeit 
zahlenmaBig etwas hoher 
als in der modifizierten 
Volldimgung ohne Na. 
Der Besatz mit kleinen 
Flagellaten war wie in 
den Parallelversuchen, die 
Ciliatenpopulation zahlen- 
mafig gering ; die wichtig- 
sten Arten waren Glaucoma 
scintillans, Cinetochilum 
margaritaceum und Cycli- 
dium citrullus. 

Der letzte Versuch der 
Reihe (Abb. 21) mit Cal- 
cium- und Natriumnitrat 
und Phosphat, aber ohne 
Kalium, zeigte ebenfalls 
keine gute Umsetzung, 
war aber noch besser als 
der vorige Versuch ohne 
Phosphat. Nitrat wurde 


bis zu einem Sechstel der 


urspriinglich vorhandenen 
Menge verbraucht, Am- 
monium blieb. erhalten; 
der Sauerstoff wurde 
gleichfalls nicht aufge- 
zehrt. Die Keimzahl war 
wie auch schon in dem 
friher behandelten Fall 
eines Kaliummangelver- 
suches, verhaltnismafig 
sehr hoch, die Ciliatenbe- 
volkerung dagegen wieder 
gering. Ihre Zusammen- 
setzung war sehr ein- 
seitig und bestand vor- 
herrschend aus Vorticella 
similis und Uronema 
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Abb. 21. Unbeliifteter Versuch mit Calcium- und 
Natriumnitrat. P als Natriumphosphat. Kaliummangel 
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marinum. Die geringe organische Produktion 1éBt die Vermutung auf- 
kommen, da das verbrauchte Nitrat in erster Linie der Denitrifikation 
verfallen ist. 


4. Versuche mit einseitigen Nitratgaben bei Phosphatmangel 


Phosphatmangel und einseitige Gaben von KNO, und NaNO, bis zu 
einer Konzentration von rund 400 mg/l, die in der Volldiingung durch- 
aus giinstig wirken, lassen keine Umsetzung der Cellulose zu. Dabei bleibt 
es gleichgiiltig, ob Kalium- und Natriumnitrat allein oder in verschie- 
denen Mengenverhaltnissen der Grundlésung zugefiihrt werden. Eine 
Ausnutzung der Stickstoffverbindungen scheint also nur bei Vorhanden- 
sein von Phosphat méglich zu sein. Phosphat besitzt demnach eine 
Schliisselstellung. Quantitative Untersuchungen tiber das giinstigste 
Verhaltnis von N : P konnten in den bisherigen Versuchen nicht durch- 
gefiihrt werden, die Klarung des Problems wird vorlaufig zuriickgestellt. 


Kxust u. Mann (1955b) fanden bei ihren Versuchen mit Zusitzen von NaNO, 
und KNO, bei 400 mg/l noch keine Hemmung, sie trat jedoch bei héheren Kon- 
zentrationen bald ein und zwar bei KNO, zuerst. Bemerkenswert ist, daB in den 
genannten Versuchen das Nitrat weitgehend verschwand, wahrend es in meinen 
Versuchen nur bis auf 350 mg/l absank. Nitrit reicherte sich in meinen Versuchen 
teilweise an und diirfte gegen Versuchsende giftig auf den Organismenbesatz 
wirken. 


C. Schlu8betrachtung 

Kine riickschauende Betrachtung aller Versuche laBt einige Ergeb- 
nisse klar erkennen, wahrend sich auf der anderen Seite auch verschie- 
dene Fragestellungen fiir weitere Versuche aufdrangen. 

Zunachst soll noch einmal auf die Rolle des Sauerstoffs als eine der 
wichtigsten oekologischen Gegebenheiten in Gewassern allgemein ein- 
gegangen werden. Eine deutliche beschleunigende Wirkung auf den 
Zellstoffabbau hatte Beliiftung nur in Versuchen mit Volldiingung und 
in Kombinationen von Phosphat und Stickstoff. In den anderen An- 
satzen mit ohnehin schlechterem Abbau trat entweder iiberhaupt keine 
oder nur sehr geringe Férderung des Umsatzes auf. Bei den unbeliifteten 
Volldiingungsversuchen stieg der Zellstoff fiir langere Zeit an die Ober- 
flaiche empor, so da hier in Wirklichkeit die Umsetzung auch im aeroben 
Bereich und nicht in der anaeroben Bodenzone stattfand. Diese Befunde 
deuten auf eine bevorzugte Zersetzung des Zellstoffs in zumindest 
schwach aerobem Milieu hin. Diese Annahme wird gestiitzt durch Er- 
gebnisse von Mrsmck (1934), wiederspricht aber den Beobachtungen 
von Krust u.Mann (1955b), in deren Faulglaskulturen bei Durch- 
liiftung eine schlechtere Umsetzung erzielt wurde, als es in den beliifteten 
Kontrollen der Fall war. Meine eigenen Versuchsergebnisse deuten darauf 
hin, da® in den Zellstoffkulturen ahnlich wie in den natiirlichen Fallaub- 
gewassern bei Sauerstoffmangel der Abbau stockt. 
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Verbessert werden kénnen die Lebensbedingungen hinsichtlich des 
Sauerstoffs durch Algen, die in den Kulturen mit starkem Phosphat- 
und Stickstoffanteil regelmaBig auftreten. In den Ansatzen mit Schwefel- 
wasserstoffentwicklung sind es vornehmlich Blawalgen, in den anderen 
Griinalgen (Scenedesmus u. a.). 

Uber die Rolle des Schwefelwasserstoffs, der ja nur bei Sauerstoff- 
mangel aufkommen kann, miissen weitere Versuche erst Klarheit 
bringen. Nach den Befunden von Kiust u. Mann (1955b) und nach 
eigenen Beobachtungen scheint es sicher zu sein, daB Mengen bis 6 mg/1 
H,S keine vollige Hemmung bewirken, wohl aber kann eine geringe Ver- 
schlechterung gegeniiber den beliifteten und damit schwefelwasserstoff- 
freien Kontrollversuchen festgestellt werden. Dabei muB es aber vor- 
laufig offen bleiben, ob in diesen Fallen der Sauerstoffmangel oder der 
Schwefelwasserstoffgehalt primér der hemmende Faktor ist. 

Kin Mangel an Sulfat fiihrte zu einer gewissen Abbaustockung trotz 
der fehlenden H,S-Entwicklung, was auf die Notwendigkeit des Vor- 
handenseins von Sulfat hinweist. 

Von Bedeutung sind die Versuchsergebnisse ferner hinsichtlich der 
Wirkung von Kalium, Stickstoff und Phosphat auf den Zellstoffabbau. 

Kalium zeigt in Einzelgaben keine beschleunigende Wirkung auf die 
Umsetzung. Kaliummangel, wobei Kalium in Spuren vorlag, verhinderte 
bei gleichzeitiger Gabe von Ammoniumphosphat eine Besiedlung mit 
Ciliaten vollig, wahrend bei Diingung mit Nitrat eine allerdings kleine 
und einseitige Population aufkommen konnte. — Kaliummangel hat 
keinen Einflu8 auf den Ablauf der Reduktion des Sulfats zu H,S und 
nur geringen negativen auf den Abbau des Zellstoffes. Die Keimzahl liegt 
in diesen Fallen wesentlich iiber derjenigen der Kontrolle. Dieser Befund 
diirfte weitgehend auf das Fehlen der Ciliaten, die ja zumeist Bakterien- 
fresser sind, zuriickzufiihren sein. — Bei Kaliummangel kann Nitrat- 
stickstoff weitgehend verschwinden, vermutlich durch Denitrifikation, 
weil so wenig Organismen auftreten, daB diese nicht allen Stickstoff ent- 
halten k6nnen. Ammonium wird nicht verarbeitet. 

Wird allein mit Stickstoffverbindungen gediingt, so ergibt sich keine 
Férderung des Abbaus; eine solche tritt erst auf, wenn gleichzeitig auch 
Phosphat zugefiihrt wird. Stickstoff kann also anscheinend nur bei An- 
wesenheit von Phosphat von den Organismen verwertet werden. 

Hinsichtlich der Bedeutung des C/N-Verhaltnisses von Cellulose- 
kohlenstoff zu anorganischem Stickstoff kénnen keine eindeutigen 
Schliisse gezogen werden im Hinblick auf die Schnelligkeit der Zer- 
setzung. Es kann sowohl bei niedrigen, als auch bei hohen C/N-Ver- 
haltnissen zu guten Umsetzungen kommen, wobei in den vorliegenden 
Untersuchungen die entscheidende Rolle beam Phosphat liegt, d. h. Einzel- 
gaben von Stickstoff zeigen so gut wre keine Abbaubeschleunigung, wohl aber 
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Diingung mit Phosphat und Stickstoff. Im vorliegenden Fall ist also das 
C/N-Verhaltnis abhingig vom N/P-Verhaltnis. Phosphat nimmt also 
auch hier eine Zentralstellung in der gesamten Umsetzung ein, wie es 
OutH (1953) fiir natiirliche Gewasser allgemein angegeben hat. Von 
Oxute (1953) stammen auch folgende Ergebnisse, die in diesem Zu- 
sammenhang wichtig sind: In Kulturversuchen ergab Zufuhr von 
Phosphat und Nitrat die beste Algenentwicklung, Phosphat allein eine 
geringe Steigerung, Nitrat keine Verbesserung; dagegen fiihrte Zufuhr 
von Phosphat und Ammonium zur Entwicklung groBer Mengen ein- 
zelliger Griinalgen. Diese Befunde stimmen tiberein mit den von mir 
gewonnenen Ergebnissen beziiglich einer staérkeren organischen Pro- 
duktion und verbesserten Umsetzung in den Kulturversuchen mit 
Gaben von Phosphat und Stickstoff. Erwaéhnt werden miissen in diesem 
Zusammenhang auch die Teichdiingungsversuche, die mit Phosphor- 
siure besonders von WuUNDER (1954) durchgefiihrt wurden. Durch die 
Anwendung von Phosphorsaéurediingern kénnen in der Fischwirtschaft 
ganz erhebliche Ertragssteigerungen erzielt werden, wie sie in dieser 
Form mit Stickstoffdiingern und Kaliumgaben nicht zu erreichen sind. 
Alle diese Teichdiingungen wirken auf den Fischertrag indirekt tiber das 
Plankton und iiberhaupt tiber die Mikroorganismen. Vergleiche mit den 
eigenen Versuchen sind also durchaus méglich. 

In meinen Versuchen mit Phosphat im Uberschu8 wird der zugesetzte 
anorganische Stickstoff sehr rasch véllig gebunden; der Stickstoff, vor 
allem der Nitratstickstoff, spielt also trotz sehr hoher Anfangskonzen- 
tration, die Rolle des Minimumfaktors. Uber das giinstigste Verhaltnis 
von Phosphat zu Stickstoff beziiglich der Zersetzung des Zellstoffs und 
der organischen Produktion miissen weitere Versuche Auskunft geben. 

Der in vielen Versuchen beobachtete rasche Verbrauch des Nitrat- 
stickstoffs durch Einbau in Organismen stellt eine Parallelerscheinung 
dar zu Versuchen mit Cellulosediingung bei Haferkulturen (nach Kocu 
aus RrprEL-BaLpEs 1955), in denen ebenfalls sehr schnell alle Stickstoff- 
verbindungen festgelegt wurden, so daf fiir die wachsenden griinen 
Pflanzen nichts verfiigbar blieb und diese kiimmerten. 

Viele Versuche bestitigten die aus der praktischen Abwasserwirtschaft 
bekannte Wahrnehmung der schweren Oxydierbarkeit des NH,', das 
auch in beliifteten Becken vielfach nicht véllig verschwand. 


D. Zusammenfassung 


1. In Modellversuchen wurde die Zersetzung von Cellulose, d. h. der 
Zellstoffschwund bei Zugabe verschiedener Diingestoffe ermittelt und 
die Verdinderung der chemischen Zusammensetzung und des biologischen 
Besatzes der Kulturlésungen im Laufe der Versuche beobachtet. 
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2. Eine deutliche Abbaubeschleunigung gegeniiber der Kon- 
trolle 14Bt sich durch die Volldiingung mit N +P +K erzielen, aber 
auch schon durch die Zugabe von N + P, wobei zwischen der Wirkung 
von NO,’ und NH,’ kein Unterschied besteht. 


3. Kalium gewahrleistet schon in geringen Mengen eine gute Be- 
siedlung und einen starken Celluloseabbau. Kaliummangel verhindert 
die Besiedlung mit Protozoen, wahrend die Keimzahlen héher legen als 
in den Kontrollen; die Bildung von Schwefelwasserstoff bleibt un- 
beeinfluBt. 


4. Sauerstoffzufuhr durch Beliiftung ergibt im Volldiingungs- 


versuch eine deutliche Abbaubeschleunigung, eine geringere in den 
Nahrl6sungen mit Phosphat und Stickstoff. 


5. Bei Phosphat im Uberschu8 wird der zugesetzte anorganische 
Nitratstickstoff sehr rasch vollig gebunden, waihrend der Ammonium- 
stickstoff bis Versuchsende erhalten bleiben kann. Bei Phosphat- 
mangel findet nur eine sehr geringe Stickstoffbindung statt. 


6. Die entscheidende Rolle bei der Umsetzung spielt das Phosphat; von 
wesentlicher Bedeutung ist das P/N-Verhdltnis. 


7. Eine deutliche Wirkung des C/N-Verhaltnisses ist nicht erkennbar, 
vielmehr besteht eine Abhangigkeit vom P/N-Verhaltnis. 

8. Schwefelwasserstoff wirkt bereits bei einem Gehalt von 
weniger als 6 mg/l hemmend, doch konnte nicht sicher entschieden 
werden, inwieweit die Hemmung primar auf Sauerstoffmangel zuriick- 
zufiihren ist. 

9. In Celluloseabbaukulturen entspricht die Sukzession der Or- 
ganismen ungefahr derjenigen der Faulkulturen; zu Beginn findet sich 
ein Maximum bei den kleinen Bakterien und den kleinen Flagellaten, 
dann ein Maximum bei den kleineren Ciliaten, das zam Zusammenbruch 
der Bakterien- und Flagellatenpopulation fihrt. SchlieBlich kommen 
dann gré8ere Ciliaten, Amoeben und Rotatorien auf. 

10. In einigen schwefelwasserstoffhaltigen Kulturen folgte auf das 
Ciliatenmaximum eine starke Zunahme von Chilomonas paramaecium. 

11. Der Besatz eines Beckens mit Chironomidenlarven fihrte 
zu einer starken Zunahme der Cellulosezersetzung. 

12. Gegen Ende der Versuche traten in verschiedenen Kulturen Blau- 
und Griinalgen auf; teilweise wurde durch deren Assimilationstatigkeit 
die Nahrlésung wieder mit Sauerstoff angereichert. 

Die vorliegenden Versuche wurden im Rahmen der von H. WURMBACH an- 
geregten Untersuchungen iiber die Bodenfauna bei verschiedener anorganischer 


Diingung unternommen. Es ist mir eine angenehme Pflicht, Herrn Prof. Dr. 
H. Wurmpacu auch an dieser Stelle fiir stete Férderung zu danken. 
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Untersuchungen itiber die Wallbildung 
bei Colletotrichum atramentarium (Berk. et Br.) Tavs., 
bewirkt durch einen antibiotisch aktiven, 
aeroben Sporenbildner 


Von 
BERND ETTIG 


Mit 9 Textabbildungen 
(Hingegangen am 28. Dezember 1957) 


WALLHAUSER (1951a) und OppERMANN (1951) haben bei Antibiose- 
testen im Anschluf8 an die Hemmzone eine Wachstumsstimulierung 
festgestellt und die Erscheinung als Wallbildung bezeichnet. 

Bei Stimulationen des Wachstums von Mikroorganismen, die durch andere 
Mikroorganismen verursacht werden, kénnen nach den Literaturbefunden zwei 
Gruppen unterschieden werden. Die erste Gruppe umfaBt qualitative Stimulations- 
erscheinungen, bei denen ein Mikroorganismus unmittelbar durch einen anderen 
nur eine Férderung des Wachstums und der Sporulation erfahrt (Litty u. BARNETT 
1951, Benepeck 1943, Hazen 1947, KOau u. Fries 1937). Zur zweiten Gruppe ge- 
héren die Stimulationserscheinungen, wie sie bei der Austestung von antibiotisch 
wirkenden Mikroorganismen cder deren Kulturfiltraten zu beobachten sind. Dabei 
folet der Bezirk mit stimuliertem Wachstum des Testorganismus auf eine Hemm- 
zone, die von den antibiotisch wirkenden Stoffwechselprodukten des aktiven Test- 
partners verursacht wird. Die Férderungszonen (Wallbildungen) kénnen hier darauf 
beruhen, daB die antibiotisch aktiven Mikroorganismen neben dem Hemmstoft 
einen Férderungsfaktor bilden (RUSCHMANN 1951, WaLLHAUSSER 1951a, 1951b). 

Zum anderen ist auch bekannt, daB bestimmte Antibiotica quantitativ unter- 
schiedlich wirken, d.h. in unterschwelligen Konzentrationen eine Wachstums- 
stimulierung der Testorganismen bewirken kénnen (CURRAN u. Evans 1947, v. Hour 
1954, ZrscuKa 1955). Die Stimulation des Wachstums von bestimmten Bakterien 
durch ein Antibioticum kann sogar so weit gehen, daB sich nach einigen Passagen 
auf antibioticumhaltigen Nahrbéden Stimme herausbilden, die nur noch in An- 
wesenheit des Antibioticums zu wachsen vermégen (PAtNeE u. FIntanp 1948, 
GockE u. FrntanpD 1950). 

Wir beobachteten bei Testungen bestimmter antibiotisch wirkender 


Bakterien- und Actinomycetenstamme an den Testpilzen Colletotrichum 
atramentarium (Erria 1955b, GEMEINHARDT 1955) und an Gloeosporiwm 
lagenarium (WAGNER 1955) im Anschluf an die Hemmzone einen Be- 
zirk mit geférdertem Wachstum. Es interessierte dabei, zu wissen, ob die 
Wallbildung bei Colletotrichum atramentarium, die durch einen aeroben 
Sporenbildner verursacht war, auf Forderungen durch unterschwellige 
Konzentrationen des Hemmstoffes beruht, oder ob die antagonis- 
tischen Bakterien neben dem Hemmstoff einen Férderungsfaktor in das 
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Substrat abscheiden. Untersuchungen, die unten beschrieben werden, 
haben ergeben, da der Hemmstoff der betreffenden Bakterien auch die 
Férderung (Wallbildung) unseres Testpilzes verursacht. 


I. Die Wallbildung im Strichtest 
Fiir unsere Untersuchungen wahlten wir als Antibionten einen Ver- 
treter der Subtilis-Mesentericus-Gruppe (St. 056), der nur eine maBige 
antibiotische Aktivitaét zeigte und alle Uberginge von der Hemmung 
bis zur Forderung verur- 
sachen kann. 


Die Bakterien wurden strich- 
formig auf sterile Testplatten 
von Kartoffelsaft-Lactoseagar 
geimpft, 48 Std bei 37° C be- 
briitet und anschlieBend mit 
einer Sporensuspension von 
Colletotrichum in Aqua dest. 
bespriiht und weiter bei 29° C 
bebriitet. Vorversuche hatten 
ergeben, daf Lactose nicht die 
giinstigste Kohlenstoffquelle fiir 
Colletotrichum darstellt (vel. 
auch L6OrrLeR 1955). Andere 
Zucker, die vom Pilz weitaus 
besser verwertet werden, wie 
z. B. Maltose und Glucose, 
bewirkten jedoch einen Abfall 
Abb. 1. Testung von St. 056 gegen Colletotrichum. der antibiotischen Leistung des 


Auf eine diffuse Hemmzone folgt ein Bezirk mit Wallbildung St. 056, so daB von ihrer Ver- 
der Sklerotien. Photo: Dunkelfeldbeleuchtung 


wendung abgesehen werden 
muBte. 

Die antibiotische Wirkung der Bakterien zeigte sich dadurch an, dab 
in einem kleinen Bezirk eine totale Hemmung des Pilzes bewirkt wurde. 
Daran anschliefend folgte eine Zone, in der die aufgespriihte Conidie 
zwar ausgekeimt, der Pilz aber in seiner weiteren Entwicklung durch den 
Hemmstoff der Bakterien unterdriickt war, was sich unter anderem 
darin auBerte, das in diesem Bezirk vorerst keine Sklerotien ausgebildet 
wurden. Nach 5 Tagen traten die ersten Sklerotien auf und nach 7 Tagen 
war eine verstarkte Sklerotienbildung am Rande der Hemmzone zu 
bemerken (Abb. 1). Nach weiterem Bebriiten erfolgte auch in dem ur- 
spriinglich gehemmten Bezirk eine Stimulation der Sklerotienbildung. 


I. Die Wallbildung bei der Austestung yon Hemmstofflésungen 
Hine sichere Entscheidung, ob die Stimulation der Sklerotienbildung 
und, wie unten noch gezeigt wird, eine ebenfalls vorhandene Stimu- 
lation der Conidien- und Chlamydosporenbildung auf unterschwellige 
Konzentrationen des Hemmstoffes zuriickzufiihren ist, oder ob die 
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Bakterien neben dem Hemmstoff einen Forderungsfaktor in das Sub- 
strat abscheiden, oder ob méglicherweise noch andere Faktoren eine 
Rolle spielen, konnte nur bei der Verwendung von Kulturfiltraten ge- 
fallt werden. Es zeigte sich, daB der Hemmstoff in den Bakterien selbst 
enthalten war und aus diesen in héheren Konzentrationen als bei der 
Verwendung von Kulturfiltraten gewonnen werden konnte. 


Fiir die Anzucht der Bakterien wurden 100 ml Erlenmeyerkélbchen mit 25 ml 
Malzextrakt-Peptonbriihe px 6,9 verwendet. Die Beimpfung erfolgte mit je 1 ml 
einer 24 Std alten Kultur des 
St. 056 in Malzextrakt-Pepton- 
brithe. Die Bakterien wuchsen 
auf diesem optimalen Nahrsub- 
strat mit einer dicken Kahmhaut, 
die nach 5 Tagen Bebriiten bei 
29°C von der Kulturbrithe abge- 
trennt werden konnte. Die Kahm- 
haute wurden solange mit Aqua 
dest. gewaschen, bis das Wasch- 
wasser keine Reduktion der Feh- 
lingschen Lésung mehr bewirkte, 
dann mit Aqua dest. versetzt (je 
Kahmhaut 10 ml) und anschlie- 
Bend 20min bei120°C und tatii 
erhitzt. Das Ergebnis war eine 
milchige Suspension (py 5,7—6). 
Gegebenenfalls wurden die zel- 
ligen Bestandteile durch ein G5- 


Filter abgetrennt. Der Hemmstoff a a Testung ey sere ae toe ae ee 

. ee methode gegen Colletotrichum. An der Beriihrungsstelle 
konnte a dieser Form 6 Monate der Wallzonen ist eine teilweise Ausléschung erfolgt. 
ohne Aktivitatsverlust im Kiihl- Photo: Dunkelfeldbeleuchtung 


schrank aufbewahrt werden. 

Mit der Interferenzmethode nach WALLHAUSSER (1951a) gelang der 
Nachweis, daf der Hemmstoff auch ftir die Férderung verantwortlich 
zu machen ist. Diese Testmethode beruht auf der Addition gleichgerichte- 
ter Wirkungen. 

Mit einem Standardbohrer (Durchmesser 9 mm) wurden aus einer sterilen Platte 
iiber einer Schablone Testlécher derart ausgehoben, daB ihre Verbindungslinien ein 
gleichseitiges Dreieck bildeten und sich die spateren Wallzonen schneiden muften. 
Dazu mu8 man vorher die Wirkungsintensitat des Hemmstoffes feststellen und eine 
Hemmzone ausmessen. Nach dem Einbringen des Hemmstoffes (2 Tropfen aus 
einer 1 ml Pipette = 0,09 ml) wurden die Testplatten in der iiblichen Weise mit 
einer Conidiensuspension bespriiht und 9 Tage bei 29° C bebriitet. 

Dabei zeigte sich, daB zuerst nur eine Hemmzone ohne Forderungswall 
ausgebildet wurde. Nach etwa 7 Tagen setzte am Rande der Hemmzone 
eine verstarkte Sklerotienbildung ein, aus der die Wallzone resultierte. 
Das Zusammentreffen der Wallzonen verursachte ein teilweises Aus- 
loschen (Abb. 2), weil sich zwei gleiche Konzentrationen des Hemmstotfes 
addiert hatten. Die hédhere Hemmstoffkonzentration im Agar bewirkte 
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eine stirkere Hemmung des Pilzes und es kommt nicht zur Wallbildung. 
Wiirde die Wallbildung durch einen Forderungsfaktor verursacht, dann 
ware beim Zusammentreffen der Wallzonen kein Ausléschen erfolgt. Es 
hat nach diesen Ergebnissen durchaus den Anschein, dal der Foérderungs- 
effekt auf unterschwellige Konzentrationen des Hemmstoffes zurick- 
zufithren ist. 

Nach einiger Zeit kommt es jedoch auch in den urspriinglich gehemmten 
Bezirken zu einer Stimulation der Sklerotien-, Conidien- und Chlamydo- 
sporenbildung. Dies scheint mit der Annahme einer Wachstums- 
férderung durch unterschwellige Hemmstoffkonzentrationen im Wider- 
spruch zu stehen. Es ist aber kein Widerspruch, denn man muB beachten, 
daB die 2 Tropfen Hemmstofflésung in den Stanzléchern eine beschrankte 
Menge Hemmstoff enthalten, der durch die Diffusion in die Umgebung 
mit der Zeit immer mehr auf eine gréBere Flache verteilt wird. Die 
Umgebung des Stanzloches erfaihrt zunachst eine Anreicherung an Hemm- 
stoff bis zu einem Maximum, wonach dann wieder eine Verminderung 
der Konzentration eintreten mu, weil der Hemmstoff sich standig auf 
eine gréBere Flache ausbreitet, aber die Quelle des Nachschubes versiegt. 
AufBerdem sorgt die Wallbildung fiir eine Minderung der Hemmstoff- 
konzentration, weil der Stoff dort als Forderungsstoff verbraucht wird. 

Bei dieser Testmethode wird der Stimulationseffekt durch eine unter- 
schwellige Konzentration des Hemmstoffes hervorgerufen. Die Verhalt- 
nisse kénnen aber sehr viel komplizierter sein, denn wenn dem Testpilz 
ermoglicht wird — bedingt durch die Versuchsanordnung — eine gewisse 
wirkende Masse zu bilden, so kénnen auch durch starke Hemmstoff- 
konzentrationen Forderungen bewirkt werden. 


IL. Die Wallbildung bei Zeitvorgabe des Testpilzes 


Bei Antibiose-Testen gibt man gew6hnlich den Antibionten einen Vor- 
lauf. Es interessierte zu wissen, wie sich die Férderungserscheinungen ge- 
stalten, wenn der Testpilz eine gewisse Zeitvorgabe erhielt. In dieser Ver- 
suchsart, die hier beschrieben wird, hatte die Kolonie des Pilzes einen 
Vorlauf von 5 Tagen. Erst nach 5 Tagen des Wachstums von Colleto- 
trichum atramentarium ist der Antibiont strichformig im Abstand von 
30 mm auf die Testplatte geimpft worden. Der Pilz wuchs mit deutlich 
gehemmtem Wachstum auf die Bakterienstrichimpfung zu und reagierte 
in einiger Entfernung mit einer Férderungszone, einem Sklerotienwall 
(Abb. 3). Bemerkenswert ist die Hemmung der Bakterien durch den Pilz. 
Untersuchungen ergaben, da der Pilz nicht in der Lage ist, bei den iib- 
lichen Antibiosetests (Strichtest nach FLemmina, Mikrotest nach KNOLn, 
Austestung von Kulturfiltraten) das Wachstum der Bakterien antago- 
nistisch zu beeinflussen. Erst bei gemeinsamer Aufzucht vermag er einen 
Hemmeffekt gegen das Bakterium auszutiben. In friiheren Arbeiten 
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(Errre 1955a, b, 1956) haben wir schon auf dhnliche Erscheinungen hin- 
gewiesen. Kine Erklarung dieses Phanomens ware mit der Annahme eines 
,induzierten Antagonismus‘ gegeben, d. h. da® der antibiotisch inaktive 


Pilz OColletotrichum durch un- 
bekannte Stoffwechselprodukte 
der Bakterien zur Ausbildung 
eines antagonistischen Prinzips 
angeregt werden kann. Ahnliche 
Beobachtungen machte auch 
Kosa (1952), welcher direkt 
von der ,,Anziichtung“ eines 
antibiotischen Prinzips spricht, 
wenn Proteus-Keime zusammen 
mit Mycobacterium tuberculosis 
kultiviert werden. Nach einiger 
Zeit haben die Protews-Keime 
die Fahigkeit erworben, das 
Wachstum der Tuberkelbakte- 
rien zu hemmen. 

Wurden die Testplatten wei- 
tere 2 Wochen bebriitet — der 
Gefahr einer Austrocknung ist 
begegnet worden, indem die 
Testplatten in eine feuchte 
Kammer kamen —, so war eine 
sehr bemerkenswerte Erschei- 
nung festzustellen, die in Abb. 4 
wiedergegebenist. Der Pilz wuchs 
sehr langsam mit einem dichten, 
zusammenhaingenden Sklero- 
tienwall auf die Bakterienstrich- 
impfung zu. Dieses langsame 
Wachstum ist einmal bedingt 
durch das verbrauchte Nahr- 
substrat und zum anderen durch 
den Hemmstoff, der in unmittel- 
barer Umgebung der Bakterien 
und in den Bakterien selbst in 
hoher Konzentration vorliegt. 
Trotz dieser ungtinstigen Be- 


Abb. 3. Die Bakterien wurden als Strichimpfung 
in 30mm Abstand von einer 5 Tage alten Colleto- 
trichum-Kolonie aufgetragen. Neben der Hemmung 
des Pilzes ist auch eine Hemmung der Bakterien 
eingetreten. Photo: Dunkelfeldbeleuchtung 


Abb. 4. Testplatte mit derselben Impftechnik an- 
gefertigt wie in Abb. 3, nach weiteren 2 Wochen 
Bebriitung. Der Pilz hat die Bakterienkolonie mit 
einem michtigen Sklerotienwall tiberwachsen. 
Photo: Durchlicht 


dingungen durchbricht der Pilz die , Hemmstoffbarriere der Bakterien 
und dringt sogar in die Bakterienkolonie ein und tiberwachst diese. 
Dies 1aBt sich nur erklaren, wenn man ein aktives Hingreifen des 
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Testpilzes annimmt, der den Hemmstoff abzubauen vermag und durch 
die dabei auftretenden Produkte eine Férderung erfahrt. Masse und 
physiologische Reife des Pilzes spielen dabei eine entscheidende Rolle. 
Die Qualitét der Wirkung des Hemmstoffes ist nicht nur von seiner 
Masse als Aktor, sondern auch von der Masse des angegriffenen Pilzes 
als Reaktor abhingig. In der Anderung des Massenverhaltnisses zu- 
gunsten des Testpilzes wird der Hemmstoff auch in starken Konzen- 
trationen zum fordernden Faktor und der Antibiont zum Symbionten. 


Abb. 5. Blasenmycel von Colletotrichum, das unter Abb. 6. Stimulation der Chlamydosporenbildung 
dem Einflu&B des Hemmstoffes entstanden ist. unter dem Einflu8 des Hemmstoffes. 
Vergr. 200 mal Vergr. 200 mal 


IV. Mikromorphologie des Pilzes unter dem EinfiuB des Hemmstoffes 

Unter dem EinfluB des Hemmstoffes erleiden die Hyphen des Pilzes 
charakteristische Verainderungen. Normalerweise sind die Hyphen des 
verwendeten Colletotrichum-Stammes bis zu 37,34 lang und bis zu 
5,6 4 breit. Nach Dickson (1926) messen die Zellen von Colletotrichum 
atramentarium 10—35 u x 3,5—5u. Im Bereich der Hemmzone sind die 
Zellen blasig angeschwollen und perlschnurartig aneinandergereiht. Es 
findet dabei ein véllig abnormes Wachstum statt, so daB der Eindruck 
eines regelrechten SproBmycels, eines Hefewachstums entsteht (Abb. 5). 
Die einzelnen Zellen sind bis 50 groB. Wird von diesem Blasenmycel 
abgeimpft und auf frisches Nahrsubstrat tibertragen, so bilden sich 
wieder normale Colletotrichum-Kolonien. Angaben iiber eine Form- 
veranderung von Pilzen unter der Einwirkung von Antibiotica sind auch 
von anderen Autoren gemacht worden. Brtan (1949) beobachtete 
atypische Formen von Botrytis allii bei Anwesenheit von Griseofulvin, 
JANKE (1954) berichtet iiber vergréBerte Zellen von SproBpilzen unter 
der Kinwirkung von Penicillin. Im aéuBeren Bereich der Hemmzone sind 
die Zellteilungen stimuliert, so daB es zur Zusammenlagerung dichter 
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Zellketten kommt, die sich bald schwarz verfarben und den zusammen- 
hangenden Sklerotienwall bilden. Es werden keine einzelnen Sklerotien 
in kontinuierlichen Abst&énden gebildet, sondern die Hyphen gehen 
durchgehende Verflechtungen ein. 

' Neben einer Stimulierung der Sklerotienbildung beobachteten wir 
eine intensive Stimulierung der Conidienbildung. Die Conidien bedeckten 
in den_ stimulierten Be- 
zirken dicht nebeneinander 
liegend die Agaroberflache. 
Daneben waren noch runde, 
braun-gelbbraune Korper- 
chen zu finden, die oft sem- 
melartig zusammenlagen 
und besonders in unmittel- 
barer Umgebung der Stanz- 
locher in groBer Menge an- 
zutreffen waren, so daB der 
Kindruck entstand, daB sich 
das gesamte Colletotrichum- 
Mycel in diese Organe um- Abb. 7. Junge Chlamydosporen am Rande einer 
gebildet hatte (Abb. 6). Colletotrichum-Kolonie. Vergr. 200 mal 
Ks war von Interesse, die 
Bildung und das weitere 
Schicksal dieser K6rperchen 
aufzuklaéren, wobei_ sich 
herausstellte, daB die Ge- 
bilde auch in normalen Col- 
letotrichum-Kulturen  auf- 
traten und wie regulare Co- 
nidien von den Hyphen ab- 
geschniirt werden (Abb. 7). 
In alteren Stadien sind Abb. 8, Altere Chlamydosporen 
diese Gebilde oft eingekerbt, in der Mitte einer Kolonie. Vergr. 200 mal 
so daB durchaus der Ein- 
druck einer festen und dauerhaften Membran entsteht, wie sie Dauer- 
organen eigentiimlich ist (Abb. 8). Im ausgewachsenen Zustand messen 
diese Gebilde bis 74,1 im Durchmesser. Auf neues Nahrsubstrat gebracht, 
keimen sie aus und wachsen zu neuen Colletotrichum-Kolonien heran 
(Abb.9). Wir haben es also mit Dauerorganen in der Art von Chlamydo- 


sporen zu tun. 
Beziiglich der Chlamydosporenbildung bei Colletotrichum herrschen 


verschiedene Ansichten. CavabAs (1923), CHAUDHURI (1924) sowie DEFACO 


u. GassER (1943) beschrieben ebenfalls das Auftreten von Chlamydo- 
24% 
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sporen oder Gemmen bei Colletotrichum atramentarium. SCHMIEDE- 
KNECHT (1956) fand bei Kultur des Pilzes im hangenden Tropfen Gebilde, 
die den von diesen Autoren beschriebenen Gemmen oder Chlamydo- 
sporen glichen, erklirte sie aber als Appressorien. Diese sind nach 
SCHMIEDEKNECHT nicht mit Chlamydosporen identisch, da sie auf neues 
Nahrsubstrat gebracht, nicht auskeimen. Unsere Befunde zeigen jedoch 
eindeutig, dal Colletotrichum atramentartum in kiinstlicher Kultur 
Chlamydosporen zu bilden ver- 
mag. Allerdings ist eine Ahn- 
lichkeit mit den von DEFAGO u. 
tASSER abgebildeten ,,gemmes* 
nicht vorhanden. Es ist jedoch 
nicht ausgeschlossen, daf in der 
Ausbildung dieser Dauerorgane 
Variationen auftreten, da Colle- 
totrichum atramentarium zahl- 
reiche Biotypen bildet, die sich 
in Kolonieform, Ausbildung der 


Abb. 9. Auskeimende Chlamydosporen nach i pec : . a5 
22 stiindiger Bebriitung auf Malzextrakt-Peptonagar. Sklerotien und anderen Merk 


Vergr. 400 mal malen unterscheiden. 


VY. Zusammenfassung und Besprechung der Ergebnisse 


Wir konnten feststellen, daB der Hemmstoff eines aeroben Sporen- 
bildners neben einer Hemmung auch eine Foérderung des Testpilzes 
Colletotrichum atramentarium verursachen kann. Es liegt die Vermutung 
sehr nahe, dafs der Testpilz selbst aktiv an dem Férderungsvorgang be- 
teiligt ist, indem er durch Abbau des Hemmstoffes und die dabei auf- 
tretenden Produkte eine Férderung erfahrt. In der Literatur ist eine 
ahnliche Erscheinung durch WaLLHAUSSER (1951 ¢) beschrieben worden. 
Der Autor konnte nachweisen, daB das von Penicillium expansum ge- 
bildete Patulin im Lochtest auf Bacillus mycoides zuerst hemmend, mit 
zunehmendem Alter des Testorganismus jedoch férdernd wirkt. Versuche 
ergaben, daB oxydiertes Patulin eine férdernde Wirkung auf den Test- 
keim austibt. WALLHAUSSER nimmt deshalb an, daB der Testorganismus 
das Antibioticum oxydiert und sich daraus die férdernde Wirkung ergibt. 
Hier in unseren Versuchen kam vorherrschend zum Ausdruck, daB es 
von dem Verhailtnis der Masse des Antibioticums bzw. des Antibionten 
zur Masse des angegriffenen Testpilzes abhangt, ob fiir letzteren eine 
Hemmung oder Foérderung herauskommt. Unsere Untersuchungen 
zeigten also, da unter gewissen Bedingungen der Antagonismus, den 


ein Mikroorganismus auf einen anderen auszuiiben vermag, in einen 
Synergismus tibergehen kann. 
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Kine weitere, komplizierte Antagonismusform ist der ,,lnduzierte 
Antagonismus“, wobei ein bis dahin inaktiver Mikroorganismus durch 
einen anderen zur Ausbildung eines hemmenden Prinzips angeregt werden 
kann, wie es die Hemmung des Antibionten im Strichtest durch den 
Testpilz zum Ausdruck brachte, wenn letzterer den Vorlauf hatte. Diese 
aus Untersuchungen in vitro gewonnenen Erkenntnisse machen eine 
Beurteilung des mikrobiellen Antagonismus in kompliziert zusammen- 
gesetzten Biotopen, wie sie an den Herkunftsorten unserer Versuchspilze, 
in den Acker- und Gartenbéden, gegeben sind, immer schwieriger. 
Zweifelsohne ist der antibiotische Effekt und der Umschlag ins Gegenteil 
auch im Boden gegeben, ein direkter Nachweis der hier erdérterten kom- 
plizierten Antagonismusformen diirfte jedoch mit groBen methodischen 
Schwierigkeiten verbunden sein. 
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A new nitrogen fixing bacterium from a Danish 
watercourse 


By 
VAGN JENSEN 


(Eingegangen am 4. Januar 1958) 


During 1954 a number of water samples was drawn from various 
Danish watercourses in order to study the occurrence of nitrogen-fixing 
microorganisms. Azotobacter was found to be widely distributed in these 
localities, especially A. insigne Derx and A. agile Beij. (JENSEN 1955), 
and a few strains of Aerobacter aerogenes Beij. were isolated, which 
showed a rather strong nitrogen-fixing ability (JENSEN 1956). Further- 
more a bacterium was isolated, first considered to be a strain of Aero- 
bacter, but soon found to differ distinctly from that genus. This bacterium 
(strain N 4) originates from a water sample, which was drawn in Sep- 
tember 1954 from a brook with nearly stagnant and rather polluted 
water, located in East Zealand, about 10 miles south-west of Copenhagen. 
Enrichment cultures were made by adding 0.02% K,HPO, and 1°% man- 
nitol to the original water sample, and the nitrogen fixers present were 
isolated after a few days incubation at 25° by repeated plating on 
nitrogen-free glucose agar. Preliminary experiments with this organism 
showed that it was able to fix elemental nitrogen in appreciable quantities, 
and it was therefore subjected to a closer examination. 


General Description 


The cells are regularly rod-shaped, 0.8—0.9 by 1.6-2.2 microns. They 
are Gram-negative, and no motility has been observed. When grown on 
ordinary nutrient agar the cells stain strongly and uniformly with the 
usual bacterial stains. Cells grown on nitrogen-free media often stain 
irregularly and show a slightly stained protoplasm, containing one or 
a few deeply stained bodies, and surrounded with a strongly developed 
slime capsule. 

The organism develops well on nutrient agar, forming a greyish white, 
moist, smooth, filiform growth. Isolated colonies are circular, convex, 
with entire margin. On nitrogen-free mannitol or glucose agar, growth 
is also good, and grey, translucent, mucous colonies are formed. Nutrient 
broth becomes turbid with pellicle and abundant sediment. Growth on 
potato is vigorous and forms a greyish, moist, glistening cover. 


A new nitrogen fixing bacterium from a Danish watercourse 349 


The organism is facultatively anaerobic. 


No liquefaction of gelatin is observed after two weeks’ incubation at 20°. 

Litmus milk becomes distinctly acid, not coagulated or peptonized. 

Nitrate is reduced to nitrite with strong reaction already after 24 hours. 

Starch is not hydrolyzed. 

Indol is not formed in tryptophane broth. 

Catalase is not formed on nutrient agar. 

Methyl red test is positive, and Voges-Proskauer test (Barritt’s modification) is 
negative. 

Slight or no growth on Levine’s eosin methylene blue agar. 

No growth on Endo medium. 

Slight growth on brilliant green bile, no formation of gas. 

McConkey broth: moderate growth, but no formation of gas at 25°; no growth 
at 44°. 

Thermal death point: 55° (all cells killed in 5 min.). 

Fermentation reactions: glycerol, adonitol, sorbitol, mannitol, inositol, L-ara- 
binose, L-xylose, glucose, fructose, D-mannose, D-galactose, saccharose, maltose, 
lactose, raffinose and salicin are fermented with formation of considerable amounts 
of acid, but no gas. Butanol, erythritol and dulcitol are not fermented. 


The sensitivity to antibiotics and sulfonamide was studied by means 
of sensitivity discs (prod. Roskilde Medical Co. Ltd.). The results, read 
after 2 day’s incubation at 25°, are shown in Table 1. 


Table 1. Sensitivity to antibiotics and sulphonamide 
(2 day’s incubation at 25°, figures indicate distance 
from edge of disc to edge of sterile zone) 


re Chloram- Strepto- Aureo- Terra- Sulpha- 
Penicillin phenicol mycin mycin mycin tiazol 
Content of dises | 50i.u. | 5 mg. 5 mg. 5 mg. 5 mg. 2 mg. 
Sterile zone, mm. 0 ane ky! 13 16 17 0 


Nitrogen fixation experiments 


A medium of the following composition was used in the nitrogen fixation ex- 
periments: glucose or mannitol 10.0g.; K,HPO, 0.2¢.; MgSO,-:7H,0O 0.2 ¢.; 
NaCl 0.2 g.; CaSO, - 2H,O 0.1 g.; Fe,(SO,), 0.01 g.; Na,MoO, - 2H,0 0.005 g.; yeast 
extract (Bacto) 0.01—0.05 g.; dist. water 1000 ml. A small amount of CaCO, was 
added to the culture flasks in order to neutralize the acid formed during the fer- 
mentation. 

Nitrogen determinations were made by a semi-micro Kjeldahl method, modi- 
fication of Parnas and WaGNER (Parnas 1938), using a HgO catalyst. It is possible 
by this procedure to determine the nitrogen content to about + 0.01 mg. 

Glucose was determined by the method of Somoeyt (1952). 


The experiments recorded in Table 2, were made as follows: 


100 ml. pyrex flasks (Erlenmeyer), each containing 20 ml. of the above nutrient 
solution (with 1% mannitol) and about 0.05 g. CaCOQ3, were sterilized at 120° for 
20 min. and then inoculated with 1 ml. of a 1 day old culture grown in the same 
nutrient solution. Control flasks were resterilized immediately after inoculation by 
heating to boiling point, and the nitrogen content of cultures and control flasks 
was determined after incubation for 6 days at 25°. 
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In a subsequent experiment, recorded in Table 3, the ratio was deter- 
mined between amount of carbohydrate decomposed and amount of 
nitrogen fixed. 


130 ml. of the above nutrient solution with omission of the carbon source was 
sterilized at 120° for 20 min. Then 30 ml. 5% glucose solution (Bacto), sterilized 
by filtration, was added, and the medium was pipetted aseptically with 25 ml. 


Table 2. Atmospheric nitrogen fixation 


into sterile 100 ml. pyrex 
flasks, each already containing 
0.1 g. CaCO,. The flasks were in- 


pone bs Taaier: oculated with a cell suspension from 

mg. per flask | mg. per flask a 1 day old culture grown on 

nutrient agar. Controlanalyses were 

Controli . . 0.11 rat made immediately after inocu- 
Control 2 . 0.12 m= lation, and the remaining cultures 
Average 0.12 = were incubated at 25° for 10 days. 
Culturel . . 0.38 0.26 The Figures in Table 2 indi- 
one r ott ee or cate a fixation of about 1.1 mg. 
Culture 4. 0.34 0.22 nitrogen per g. of mannitol 
Average . . a 0.22 in the medium, disregarding 


the possible amount of manni- 
tol left undecomposed. In Table 3 the amount of nitrogen fixed per g. 
of glucose decomposed is approximately 1.6 mg. 

The nitrogen yields found in the above fixation experiments are con- 
siderably beyond the limits of error. However, in order to eliminate any 
doubt concerning the origin of this nitrogen the results were checked 
by means of the nitrogen isotope N®. 


Table 3. Efficiency of nitrogen fixation 


Glucose Glucose Nitrogen Nitrogen es pingg 

content decomp. content fixed | of be A lt 

mg. mg. mg. mg. decomposed 
Controli .. 238 — 0.22 — = 
Control 2. . 236 — 0.21 ee =. 
Average .. 237 — 0.22, -— 
Culturei . . 54 183 0.50 0.28 1.6 
Culture2 . . 64 173 0.49 0.27 1.6 
Culture3 .. 42 195 0.51 0.29 1-0 
Culture 4 . 65 172 0.51 0.29 Ved 


The cultures for the isotope experiment were prepared as described above. 
Two control flasks were sterilized immediately after inoculation, two cultures were 
incubated in a normal atmosphere, and two in a N®-atmosphere (c. 20 atom% 
excess). After 10 days’ incubation at room temperature the nitrogen content as 


determined, and the nitrogen of the distillate was analysed in an isotope ratio 
mass spectrometer. 


A new nitrogen fixing bacterium from a Danish watercourse 351 


The results appear in Table 4 and show clearly that the nitrogen of 
the cultures is assimilated from the atmosphere. 

All the recorded nitrogen fixation experiments were made with sta- 
tionary cultures in a 1-2 cm. deep layer of nutrient solution and with 
free access of oxygen to the surface of the medium. In these cultures, 


Table 4. Nitrogen fixation experiments with N% 


Nitrogen Nitrogen Nw 
content fixation arom once 
mg. per flask mg. per flask el Pea 

Control day shay. 0.04 — — 
Control 2yn 5. 0.04 = = 
Normal atm.1 . 0.41 0.37 
Normal atm. 2. . 0.39 0.35 } — 0.002 = 0.002 
N®-atm,i . 5 . 0.35 0.31 - 
Ni.atm.2 .. . 0.32 0.28 pg doch 08 


however, growth occurred preferably at the bottom of the flasks, indi- 
cating a rather low optimum oxygen tension under these conditions. The 
influence of oxygen on nitrogen fixation on the whole is a point of 
considerable interest and will be dealt with in a future publication; only 
the following experiment shall be mentioned here. 


Table 5. Influence of aeration on nitrogen fixation 


Nitrogen Nitrogen 
content fixation 
mg. per flask mg. per flask 
Anaerobic Control 0.10 — 
Culture 1 0.50 0.40 
Culture 2 0.49 0.39 
Culture 3 0.46 0.36 
Aerobic Control 0.11 — 
stationary Culture 1 0.48 0.37 
cultures Culture 2 0.43 0.32 
Culture 3 0.43 0.32 
Aerobic Control 0.10 = 
shake Culture 1 0.13 0.03 
cultures Culture 2 0.15 0.05 
Culture 3 0.15 0.05 


Cultures were prepared as previously described (p. 350) and inoculated with a cell 
suspension from a 1 day old culture grown on nutrient agar, followed by immediate 
resterilization of control flasks and incubation at room temperature for two weeks. 
All the cultures were placed in the same room, one part in an anaerobic jar where 
oxygen was removed by an alkaline solution of pyrogallol, another part with free 
access of air, but taking care that the flasks were left undisturbed during the 
incubation. The remaining cultures, finally, were placed in a shaking apparatus 
which was kept moving vigorously during the whole incubation period. 
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The results (see Table 5) show that nitrogen fixation is inhibited almost 
completely by vigorous shaking, whereas little difference is found between 
stationary aerobic and strictly anaerobic cultures. 


Systematic position 


Strain N 4 is not identical with any of the previously described 
nitrogen-fixing microorganisms. Morphologically it is very similar to 
Aerobacter aerogenes, but metabolically it differs considerably from this 
species. It attacks carbohydrates very actively, but contrary to Aerobacter 
always without formation of gas. Further, methyl red test is positive 
and Voges-Proskauer test is negative, catalase is not formed, and growth 
is slight or lacking on the ordinary differential media for the colon- 
aerogenes group. 

It differs even more from Azotomonas insolita Stapp, in lack of mo- 
tility, lack of gas formation from carbohydrates, lack of starch hydrolysis, 
and being facultatively anaerobic. 

Lounts (1905) and Lounis and Pruuar (1907, 1908) have described 
a considerable number of species of heterotrophic aerobic bacteria (other 
than Azotobacter) claimed to fix small amounts of nitrogen. More recently, 
Gray and SmirH (1950) and ANDERSON (1955) have described other 
organisms with this ability. None of these species, however, resembles 
the present. 

The systematic position of this organism is difficult to establish with — 
certainty. The key to the families of Hubacteriineae in BeraEys Manual 
(1948, p. 67) leads to family IX, Achromobacteriaceae, and within this 
family the only possible genus is Achromobacter Bergey et al., but it 
is not identical with any of the Achromobacter species described in the 
manual. It seems unwise, however, to create a new species based on 
only one isolate, and so the final decision of the problem is postponed 
until a reasonable number of strains is available. 


Summary 


A bacterium, isolated from a Danish watercourse, was studied with 
special regard to nitrogen fixing ability, and it was found that this 
strain was able to fix elemental nitrogen in amounts up to 1.6 mg. per g. 
of carbohydrate decomposed. This nitrogen-fixing ability was confirmed 
definitively by an isotope experiment. Free oxygen was found to have 
a clearly depressing effect on nitrogen fixation. 

The systematic position of this bacterium is difficult to establish with 
certainty, but in all probability it belongs to the genus Achromobacter 
Bergey et al., although not identical with any of the species described 
in BerGrys Manual (1948). 
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Uber morphologische Modifikationen 
bei niederen Erdphyecomyceten und Beschreibung 
zweier neuer Arten von Rhizophydium 
und Thraustochytrium * 


Von 
ERHARD SCHOLZ 


Mit 4 Textabbildungen 


(Eingegangen am 5. Januar 1958) 


A. Morphologie 


Die zur Familie Phlyctidiaceae gehérige Gattung Rhizophydium' 
Schenk ist — neben Chytridium Braun (Chytridiaceae) —die artenreichste 
unter den Chytridiales (SPARROW 1943). Durch zahlreiche Neubeschrei- 
bungen ist die Artenliste in den letzten Jahren staéndig erweitert worden. 
Die Abgrenzung der Arten gegeneinander ist aber aus Mangel an geeig- 


neten Merkmalen hiufig problematisch und Sparrow (1943, S. 158) 
betont: 


“Characters which appear from the original description of a species to be fixed, 
well marked, and distinctive are usually found upon careful investigation of a large 
number of individuals to be subject to wide variation. Thus the number of discharge 
pores, the size and shape of the sporangium, the extent of the rhizoidal system, the 
nature of the substratum, and the like, do not always prove constant or decisive.” 

Bei der Untersuchung salzhaltiger Boden der Kiiste und des Binnenlandes auf 
ihren Gehalt an niederen Phycomyceten wurden verschiedene Stéimme, darunter 
viele Phlyctidiaceen, mit Hilfe von Pinuspollen gekédert. Durch mehrmaliges 
Ubertragen von nur 1 Pollenkorn mit 1 anh&ngenden Sporangium in Esmarch- 
schalen mit sterilen Salzlésungen und sterilem Pollen, gelang es, artreine Kulturen 
zu erhalten, die auf ihr Verhalten in Salzlésungen beobachtet ieiae (Scuouz 1958). 


Ks zeigte sich dabei, dai eine unterschiedliche Ausbildung der von 
SPARROW angefiihrten Merkmale nicht nur bei Durchsicht einer gréBeren 
Anzahl von Individuen auftritt, sondern daB gleichsinnige Anderungen 


* Teilergebnis der Dissertation der Mathematisch-naturwissenschaftlichen Fa- 
kultat der Universitat Gottingen 1957: ,, Uber niedere Phycomyceten aus Salzbéden 
und ihr Verhalten in Salzlésungen.‘ 

Als Scumnk (1858) die Gattung Rhizophydium aufstellte, schrieb er sie mit y. 
Zop¥ (1890) schrieb dann mit i, ebenso die meisten moderneH Autoren; SPARROW 
(1943) hat die urspriingliche Schreibweise wieder aufgenommen. 
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durch die Salzkonzentration veranlaBt werden kénnen!. Davon wurden 
nicht nur Rhizophydien, sondern auch Arten der Gattung Phlyctochy- 
trium Schroter betroffen. Im einzelnen wurden folgende Formveriande- 
rungen beobachtet: 

Sporangiengréfe. Einige Stamme von Rhizophydium halophilum 
Uebelmesser, Phlyctochytrium africanum Gaertner und Rhizophydiwm 
patellarium (neue Art, Beschreibung S.357) hatten in niedrigen Salz- 
konzentrationen (meist bei 0,1 mol/l) durchschnittlich gréBere Spo- 
rangien alsim Quellwasser. Fiir Rhizophydium patellarium und Phlycto- 
chytrium africanum wurden meist GréBen um 30 1 gemessen; diese Werte 
liegen an der oberen, in der Artbeschreibung genannten Grenze. Rhizo- 
phydium halophilum, dessen Sporangiendurchmesser 10—25 y betragt, 
erreichte in Salzlésungen ebenfalls oft 30 uw. Einige Stémme von Rhizo- 
phydium carpophilum Fischer (Sporangiendurchmesser bis 25 ju) ent- 
wickelten im Quellwasser und in 0,1 molarer NaCl-Lésung Sporangien 
von nur etwa !/,—"/, des Durchmessers der Sporangien in héheren Kon- 
zentrationen. Noch deutlicher war bei einigen Stammen eine Verklei- 
nerung des Sporangiums ausgepragt (vgl. unten u. Abb. 1). Die Grépe 
der Sporangien ist demnach fiir die Bestimmung mindestens dieser Pilze 
nur von relativem Wert (vgl. GAERTNER 1954). 

Form der Sporangien und Anzahl der Papillen. In 0,5 molarer 
NaCl-Loésung, Seewasser und einer 3,5% igen NaCl-Losung waren beim 
Stamm Phlyctochytrium sp. Ch 3 (GAERTNER 1954) nach dreiwéchiger 
Kulturdauer die normalerweise runden Sporangien meist eiférmig-lang- 
lich ausgebildet, wobei auf dem schmalen Pol eine Papille saB, wahrend 
der Pilz sonst mehrere Papillen besitzt. Abweichungen von den Quell- 
wasserkulturen zeigten auch einige mehrere Wochen in Salzlésungen 
kultivierte Stémme von Rhizophydium sphaerotheca, Wenn dieser Pilz 
mindestens 3 Wochen lang in Salzlésung von 0,5 mol/l oder héherer Kon- 
zentration gezogen wurde, war ein Teil seiner Sporangien oft so stark 
veradndert, daB er nicht mehr als die Ausgangsform der Kultur zu er- 
kennen war. Die Sporangien waren kleiner, die Papillen oft bis auf eine 
einzige reduziert und diese schien dann breiter als die Papillen am norma- 
len Sporangium zu sein. An Verformungen des sonst runden Sporangiums 
trat meist eine Zuspitzung zu der einzigen Papille hin (Abb. 1) oder selten 
eine hornartige Kriimmung des Sporangiums auf. Manche der verformten 
Sporangien kénnen dann — abgesehen von der Grofe — eine gewisse 
Ubereinstimmung mit der Sporangiumform von Rhizophydium scradit 
(Zopf) Fischer zeigen. Diese Formverénderungen konnten auch in L6- 
sungen von CaCl,, KNO,, NaNO, und mit eingeengtem Seewasser erzielt 


1 rornaello Unterschiede der Pilze, die durch unterschiedliche Nahrsubstrate 
hervorgerufen werden kénnten, wurden durch die einheitliche V erwendung von 
Pinuspollen ausgeschaltet. 
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werden. AuBerdem wurden sie in Glycerinlésungen beobachtet. Wenn die 
verformten Sporangien in Quellwasser iibergeimpft und nach Zusatz von 
Pollen zur Weiterentwicklung gebracht wurden, zeigten die Tochter- 
sporangien wieder ihre normale Gestalt. 

Bildung von Dauersporangien. Fir die — fiir die Bestimmung 
der Pilze wichtige — Bildung von Dauerorganen konnte bei einigen 
Chytridineen ebenfalls eine Konzentrationsabhangigkeit gefunden wer- 
den. Bei Phlyctochytrium spectabile Uebelmesser, Rhizophlyctis harderi 


CIC 
soo 


~ hie: Pea) nemeeCanens 3? 


Abb. 1. Rhizophydium sphaerotheca auf Pollen. a Normales Sporangium; 6—e nach Kultur in 
Salzlésungen; /—A entleerte Sporangien in Salzkulturen 


Uebelmesser und bei den Gaertnerschen Phlyctochytrien Ch 3 und NA 9 
(GAERTNER 1954) nahm die Zahl der gebildeten Dauersporangien mit 
steigender Salzkonzentration des Kulturmediums ab. So bildete z. B. der 
Stamm Ch 3 nach dreiwéchiger Kulturdauer in Quellwasser rund 90%, 
in 0,1 molarer NaCl-Loésung nur etwa 50% und in 0,25 molarer NaCl- 
Loésung tiberhaupt keine Dauersporangien mehr aus. 
Formveranderungen an Rhizophydium- und Phlyctochytriwm-Arten 
hat auch GaprRTNER (1954) beschrieben. Er beobachtete besonders an 
Phlyctochytrium kniepii, Phlyctochytrium africanum und Rhizophydium 
sphaerotheca eine Groéenzunahme und eine Vermehrung der Zahl der 
Papillen bei Abwesenheit von Bakterien und Ubertragung der Pilze auf 
kiinstliche Nahrbéden. Die durch diese Bedingungen hervorgerufenen 
Modifikationen lagen also entgegengesetzt den in Salzlésungen beob- 
achteten, die meist auf eine Verkleinerung des Sporangiums und Reduk- 
tion der Zahl der Papillen hinausliefen. An Phlyctochytrium n.sp. Reinboldt 
beobachtete GAERTNER (1954), daB dieser Pilz im bakterienfreien Medium 
sogar zu polyphagem Wachstum tiberging. Monophagie und Polyphagie 
sind aber in Sparrows Bestimmungsschliissel sehr wichtige Unter- 
scheidungsmerkmale ; so werden die monophagen Phlyctidien von den meist 
polyphagen Rhizidien abgetrennt. Auch an Phlyctochytrium n. sp. Rein- 
boldt hatte schon RertnBoLtpT (1951) eine unterschiedliche Ausbildung 
der Papillenspitzen in Abhangigkeit vom Kulturmedium festgestellt. 
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B. Beschreibung neuer Arten 


Bei der Untersuchung salziger Standorte auf ihren Gehalt an niederen 
Phycomyceten wurden zwei neue Arten der Gattungen Rhizophydium 
und Thraustochytrium gefunden. 


I. Rhizophydium patellarium sp. nov. 


Vorkommen. Der Pilz wurde aus Erden vom nordspanischen Salz- 
gebiet Poza de la Sal, aus Béden der sitddeutschen Bader Diirkheim und 
Reichenhall, aber auch aus Béden des Botanischen Gartens in Gottingen 
isoliert. In den Salzb6den wurde er im ganzen zehnmal gefunden. Die 
Bodenproben der genannten Salzstandorte waren nur wenig salzhaltig, 
die des G6ttinger Gartens waren salzfrei; und in Kulturversuchen ver- 
mehrte sich keiner der Stémme in héherer als 0,1 molarer NaCl-Losung. 


Die Kéderansatze wurden in der iiblichen Weise durchgefiihrt (vgl. HaRDER u. 
UEBELMESSER 1955): die Erde wurde mit Quell- und Seewasser aufgeschwemmt. 
Meist konnte nach 5—6 Tagen eine starke Infektion der als Kéder verwendeten 
Pinuspollenkérner in den Quellwasseransitzen beobachtet werden. In Seewasser- 
ansatzen erschien der Pilz nicht. 


Beschreibung. Das kugelige Sporangium hat einen Durchmesser von 
10—30 uw, Groen um 30 uw traten besonders bei Kultivierung in 0,1 mo- 
larer Kochsalzlosung auf. Die Sporangienwand ist dtinn, glatt und nicht 
mit Papillen besetzt (Abb. 2a). Das Rhizoid ist zart, ohne Apophyse und 
wenigstens im sporangiennahen Teil unverzweigt (Abb.2a,6). (Die Be- 
obachtung eines in den Pollen eingesenkten zarten Rhizoids ist wegen der 
Beschaffenheit der Pollenexine meist schwierig.) Charakteristisch fiir den 
Pilz ist die Offnungsweise des reifen Sporangiums beim Entlassen der Zoo- 
sporen. Dabei lost sich die Wand des Sporangiums zu ?/;—*/, ihres Um- 
fanges langsam auf. Die Umrisse der an der sich auflésenden Membran 
liegenden Schwarmer werden immer deutlicher sichtbar, nur der am 
Pollenkorn gelegene Teil der Wand bleibt unverandert (Abb. 26). Dann 
wird an einer beliebigen Stelle (ungleichmafiges Auflosen der Wand oder 
ReiBen der fast aufgelésten Wand?) ein Teil der Zoosporenmasse heraus- 
gedriickt und bald schwarmen die Zoosporen tiber den ganzen Umfang 
mit Ausnahme des Basalteiles aus. Vom Herausdriicken bis zur Ent- 
leerung vergeht in der Regel kaum eine Minute. Das entleerte Sporangium 
ahnelt einer flachen Schale (Abb. 2d), die sich nach einigen Stunden eben- 
falls auflést. Die freigewordenen Zoosporen sind oval bis rund und werden 
in groBer Zahl im Sporangium gebildet. Sie haben einen Durchmesser 
von 2,5—3 und eine etwa 20—25 uv lange opisthokonte GeiBel. Ein licht- 
brechender Globul liegt exzentrisch, in der Bewegungsrichtung vorne 
(Abb. 2c). Die Zoosporen bewegen sich ruckartig. Der Pilz kann Dauer- 
sporangien bilden. Diese sind kugelig, 5—9 wim Durchmesser und haben 
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eine glatte Membran (Abb. 2e). Bei der Keimung zeigen sie eine enge 
Offnung, die in eine anhangende, von einer zarten Membran umgebene 
Blase fiihrt, in der die Zoosporen ausdifferenziert werden (Abb. 2 f). 


Abb. 2. Rhizophydium patellarium sp. nov. auf Pollen. @ Sporangium; 6 Sporangium kurz vor dem 
Entlassen der Zoosporen; ¢ Zoosporen; d entleertes Sporangium; e Dauersporangium; / gekeimtes 
Dauersporangium 


Das Rhizophydium unterscheidet sich von den bereits bekannten Arten durch 
die Offnungsweise des Sporangiums beim Schwarmen. Sein Verhalten steht zwischen 
Arten wie Rhizophydium clinopus Scherffel, das nur die (obere) Halfte der Sporan- 
gienwand auflést, und Formen wie Rhizophydium difficile Canter oder Rhizophydium 
melosirae Friedmann, die die gesamte Sporangienwand auflésen. Es scheint beson- 
ders Rhizophydium difficile nahe zu stehen, doch ist bei diesem Pilz der schalen- 
formige Sporangiumrest nicht beschrieben worden. Nach dem Grade der Auflésung 
der Sporangienwand beim Entlassen der Zoosporen ergaibe sich demnach eine 
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Formenreihe von Rhizophydium clinopus itber das beschriebene Rhizophydium za 
Rhizophydium difficile und anderen Arten. Die Entscheidung iiber die Berechtigung, 
die genannten Arten mit sich auflésender Membran tiberhaupt zur Gattung Rhizo- 
phydium zu rechnen, sei dahingestellt. Die Gattungsdiagnose gibt ein oder mehrere 
Entleerungslécher am Sporangium an. Das Vorkommen von Ubergangsformen 
zwischen Arten mit 1 (oft breiten) Porus (Sparrow 1943) und solchen, die ihre 
Wand vollstandig auflésen (CANTER 1950, 1954, FRrepMANN 1952) lABt an eine 
Erweiterung der Gattungsdiagnose in bezug auf die Offnungsweise des Sporan- 
giums denken. 


Wegen der flachen, schalenférmigen Form des Restsporangiums nach 
dem Entlassen der Zoosporen sei dem Pilz der Artname patellariwm 
gegeben. 

Rhizophydium patellarium sp. nov. 

Sporangium kugelig, epibiotisch, 10—30 « im Durchmesser, aus einer Zoospore 
gebildet. Wand diinn, glatt, ohne Papillen. Rhizoid zart, wenigstens im sporangien- 
nahen Teil unverzweigt. Schwarmen durch Auflésen von ?/,—*/, der Sporangien- 
wand. Der unveranderte Basalteil flach, schalenfoérmig; er wird spater ebenfalls auf- 
gelést. Zoosporen oval bis rund, Durchmesser 2,5—3 1, mit opisthokonter 20—25 ju 
langer GeiBel. Exzentrischer Globul vorne. Dauersporangien kugelig, 5—9 yu, mit 
glatter Membran. 


2, Thraustochytrium pachydermum sp. nov. 
Vorkommen. Dieser Pilz kam besonders haufig an stark salzhaltigen 
Stellen der stidfranzésischen Kiiste (stidl. Montpellier) vor. Er konnte 
dort noch aus Boden, die mit einer Kruste von auskristallisiertem Salz 


Abb. 3. Salzausbliihungen zwischen Halophyten an der franzésischen 
Mittelmeerkiiste, stidl. Montpellier; Fundort von Thraustochytrium pachydermum 
bedeckt waren (Abb. 3), herausgekddert werden und zwar sowohl aus 
der obersten Bodenschicht von 1/,cm Tiefe wie bis herab in 40 cm. An 
Salzgewinnungsplatzen Siidwestdeutschlands wurde er ebenfalls bevor- 
zugt in Boden mit héherer Salzkonzentration gefunden. Ferner konnte er 
aus Erdproben der Ostseekiiste und aus Boden der amerikanischen Pazifik- 

Kite (bei San Francisco) isoliert werden. 
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Ansatze, Isolierungen und artreine Kulturen wurden wie bei dem vorstehend 
beschriebenen Rhizophydium durchgefithrt. Im Gegensatz zune dort beschriebenen 
Verhalten aber infizierte diese Art den Pollen meist nur in Seewasseransatzen. Der 
Pilz vermehrte sich in NaCl-freiem Quellwasser auf dem Pinuspollen nicht; Zusatze 
von Salz oder Seewasser waren fiir die Vermehrung stets notwendig. 


Abb. 4. Thraustochytrium pachydermum sp. noy. auf Pollen, a—e Sporangien verschiedenen Alters; 
d Verquellen der Wand vor dem Schwiirmen; e¢ geifellose und begeibelte Zoosporen; f Zoosporen 


Beschreibung. Das Sporangium ist kugelig, seltener langlich-oval 
oder eif6rmig, sein Durchmesser betriigt 15—30 iu. Die Wand ist glatt, 
3—5 ,: dick und nimmt in ihrer Starke mit niedrigerer Salzkonzentration 
etwas ab. Das Rhizoid ist zart und, soweit beobachtet werden konnte, 
unverzweigt, ohne Apophyse (Abb. 4b,c). Die Zoosporen sind beim Aus- 
tritt aus dem Sporangium geiBellos und werden nach einigen Stunden 
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mit zwei seitlich angesetzten, ungleich langen GeiGeln als eiformige bis 
tropfenférmige Kérper bewegungsfahig (Abb. 4 /); die lingere GeiBel ist 
bei der Bewegung nach vorne gerichtet. Der gréBere Durchmesser betragt 
5—T7 w, die langere GeiBel ist 15 uw oder mehr lang. 

Dauerstadien wurden nicht beobachtet. Beim Schwarmen verhalt 
sich der Pilz wie folgt: Die Sporangienwand verquillt mehr und mehr, 
wird dabei immer breiter, verliert ihre runde Form und ist zunehmend 
schlechter zu erkennen. Dabei treten die Zoosporen im Sporangium immer 
deutlicher hervor (Abb. 4c, d). Sie bleiben in Klumpen zusammengeballt 
zunachst geiBellos in oder neben dem nur noch in Teilen sichtbaren, oft 
auch zerrissenen Sporangium liegen (Abb. 4e). Nach 2—3 Std beginnen 
die Zoosporen eine zitternde Bewegung und lésen sich 2—3 min spiter 
als zweigeiBelige Schwarmer vom Klumpen ab (Abb. 4e, f). Ihre Be- 
wegung ist gleichmaBiger als die der Chytridineenschwarmer. Es kommt 
vor, dais 2 oder 3 Schwarmer noch beim Wegschwimmen aneinander- 
haften. Es konnte nichts beobachtet werden, was auf eine Enzystierung 
oder Hautung der Sporen vor dem zweigeiBeligen Stadium wie bei 
manchen dimorphen Saprolegniaceen hatte schlieBen lassen. 


Die von Sparrow (1936) aufgestellte Familie der T'hraustochytriaceae umfaBt in 
seiner Darstellung der im Wasser lebenden Phycomyceten von 1943 nur 1 Gattung: 
Thraustochytrium mit 1 Art: Thraustochytrium proliferum Sparrow. Der fiir diesen 
Pilz beschriebene Vorgang der inneren Sprossung konnte nicht beobachtet werden. 
Ubereinstimmung mit der Gattungsdiagnose ergibt sich aber in folgenden Merk- 
malen: 1. ZweigeiBclige Zoosporen; 2. die Zoosporen werden unbegeiBelt aus dem 
Sporangium frei; 3. Chytridineen-ahnlicher Habitus; 4. Rhizoide sind vorhanden und, 
soweit beobachtet werden konnte, unverzweigt: 5. Vorkommen an Salzstandorten. 

Der Pilz wurde deshalb zur Gattung T'hraustochytrium gestellt. Wegen 
seiner auffallig dicken Sporangienwand sei er T'hraustochytrium pachy- 


dermum genannt. 


Thraustochytrium pachydermum sp. nov. 


Sporangium kugelig, seltener langlich-oval oder eiformig, Durchmesser 15—30 wu. 
Die glatte, 3—5  dicke Wand verquillt vor dem Entlassen der Zoosporen. Diese 
anfangs unbegeifelt, spater mit 2 seitlich inserierten, ungleich langen GeiBeln. 
Durchmesser 5—7 1, langere GeiBel etwa 15 u. Rhizoid zart, soweit beobachtet, 
unverzweigt. Dauersporangien wurden nicht beobachtet. 


Zusammenfassung 


1. An verschiedenen Arten der Gattung Rhizophydium und Phlycto- 
chytrium wurden bei Kultur in Salzlosungen habituelle Veranderungen 
beobachtet. Meist trat eine Verkleinerung der Sporangien und Reduktion 
der Anzahl der Papillen ein. 

2. Aus Béden von Salzgewinnungsplitzen Siiddeutschlands und 
einiger anderer Ortlichkeiten wurde ein neues Rhizophydium isoliert und 


Rhizophydium patellarium benannt. 
25* 
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3. Vornehmlich an der siidfranzésischen Kiiste, aber auch an der Ost- 
see, an innerdeutschen Salzstandorten und an der nordamerikanischen 
Pazifikkiiste kam ein neues T'hraustochytrium vor, das Thraustochytrium 
pachydermum benannt wurde. 


Herrn Prof. Dr. R. HarprR danke ich fiir das rege Interesse, das er dem Fort- 
gang der Untersuchungen stets entgegengebracht hat, der Deutschen Forschungs- 
gemeinschaft fiir die gewahrte Unterstiitzung. 
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The influence of minerals on the formation 
of 2,3 butanediol by Aerobacter aerogenes 


By 
S. RANGANAYAKI and KRISHNA BAHADUR 


(Hingegangen am 10. Januar 1958) 


Minerals influence the formation of metabolites in the cultures of 
microorganisms and the role of minerals in the changed enzymic activi- 
ties has attracted the attention of microbiologists, bacteriologists and 
fermentologists. ELvEHJEM (1931) made one of the earliest quantitative 
studies of mineral requirements of the micro-organisms and reported 
that Saccharomyces cerevisiae requires iron for maximum growth and 
metabolic activities and that copper plus iron is necessary for maximum 
growth. 

PERLMAN (1945) observed that a shift in the fermentation balance and fermen- 
tation products results on growing Aerobacter aerogenes in metal deficient media. The 
fermentation returns to normal on addition of manganese or chromium in the 
purified medium and a partial return takes place if zinc, copper, aluminium and 
iron are added. WootueEy (1941) has reported that if manganese is added to the 
culture of Lactobacillus casei used for pantothenic acid assay, rapid growth and acid 
production take place. Similar change in the metabolic products was observed by 
PAapPENHEIMER (1944). He observed that in iron deficient cultures of Clostridiwm 
perfringens lactic acid is the chief metabolite, but if iron is present in the culture 
formation of acetate, butyrate, ethyl alcohol, hydrogen and carbon dioxide is 
observed. Copper has been found to influence the growth of Aspergillus niger 
(BorTExs 1927, STEINBERG 1935). Without this element the mould does not form 
black mycelium yet copper is not present in the black pigment of the mould 
(BortTELs 1927, Lunp 1953, Brack 1947); it has to been observed that copper 
helps the formation of gentisyl alcohol by Penicillium patulum and zinc profoundly 
increases the formation of this alcohol. 


In the formation of 2—3 butanediol by Aerobacter aerogenes the yield 
is usually low and it was investigated whether the formation of the diol 
can be increased by the addition of phosphate, copper, zinc and nickel in the 
cultures. The role of iron and manganese on the formation of metabolite 
in Aerobacter aerogenes cultures, has been studied by previous workers. 
Iron is required for the maximum growth of the organism (WARING 1942) 
and manganese and magnesium are required by the pyruvic to acetyl- 
methyl carbinol enzyme system of Aerobacter aerogenes (STLVERMAN and 


WERKMAN 1940). 
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The influence of minerals on the formation of 2—3 butanediol in 
Aerobacter aerogenes cultures both singly and in combination has been 
described in this paper particularly with a view to increase 2—3 butan- 
ediol yield, employing molasses as substrate. 


Methods 


Culture media containing 2.33 per cent of molasses sugar were prepared. Same 
molasses was used in all the cultures and a control culture containing this molasses 
sugar was prepared in each set and the influence of the mineral under investigation 
was compared with this culture. Each mineral was added to the corresponding 
culture in the amount given in the tables. 

The px value of the cultures was 6.0. 150 c.c. of the above culture media were 
taken in 250 c.c. flat bottom sigcol flasks for fermentation and to them minerals as 
mentioned in the tables were added. The flasks were cotton-plugged and sterilised 
at 15 lbs. pressure for 30 min., incubated for 24 hours at 30° C and again sterilised 
as above. These cultures were seeded by 50 c.c. of Aerobacter aerogenes cultures 
previously grown inasynthetic medium containing 0.03 per cent phosphate, 0.17 per 
cent of ammonium sulphate, 0.08 per cent of magnesium sulphate and 3 per cent 
of sucrose. A sample of the seed culture was analysed to know the quantity of 
sugar and 2—3 butanediol which is added with this seed and this value was 
accounted for in the final results. These cultures were kept at 30° C and analysed 
after 7 days. 

To estimate the amount of 2—3 butanediol 5 c.c. of the fermented solution was 
taken in a tube and mixed with 20 c.c. of bromine water. The tube was sealed and 
heated in boiling water for 3 min. This solution was taken out in a distilling flask 
and the excess of bromine was reacted by sodium sulphite. To it was then added 
5 c.c. of 45°. The ferric chloride solution and the mixture was distilled, collecting the 
distillate in 2,4-dinitrophenylhydrazine solution prepared by dissolving it in hydro- 
chloric acid. The diacetyl formed in the mixture distilled over and immediately 
formed precipitate of 2,4 dinitrophenylhydrazone. This mixture was kept over night, 
hydrazone was separated and weighed after drying. The quantity of 2—3 butanediol 
formed in the fermented culture was then calculated. 

Sugar estimation was done by reducing Fehling solution with a known volume of 
the fermented solution and cuprous oxide thus formed was separated and treated 
with ferric sulphate solution. The ferrous sulphate thus formed was titrated with 
standard potassium dichromate solution using N-phenylanthranilic acid as indicator. 
The dichromate solution was standardised by similar titration with ,,Analar“ 
sucrose solution after hydrolysis. The quantity of reducing sugar in the fermented 
solution was estimated as above but for the estimation of the total sugar left in the 
culture a known volume of the solution was hydrolysed with dilute hydrochloric 
acid before proceeding for the titration. 


Observation 


The results obtained by the analysis of the cultures are shown in Table 1. 
The analysis indicates that zine, nickel and milk increase the yield of 2 to 
3 butanediol in the cultures. Milk was found to increase the diol vield 
profoundly. In an attempt made to study whether these metallic ions 
give better results in combination and in combination with milk. the 
following cultures were prepared (Table 2 and 3) | 
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In the cultures of this set the sugar concentration was initially 4.77 gm. per 
100 c.c. and 0.512 gm. per cent 100 ¢.c. of sugar was introduced by seeding. Thus 
sugar concentration in the cultures before fermentation was 5.28 gm. per 100 c.c. 
The cultures were kept at 25° C and the period of fermentation was 15 days. Other 
factors were same as described in the first set. 


Table 1. Influence of minerals on the formation of 2—3 butanediol in the culture of 
Aerobacter aerogenes 


| oo 
tae 
|g5% 
‘Amount Gm. equi- | Gm.of |} Gm. of | Gm. of | Gm. of i 425 
Ghermical added GiPithe arene valent redu- | total | 2—3, bu- sugar cI re 2 
renntculere added per of acid cing sugar | tanediol | consu- | & § $ 
formed in| sugar in} left in | formed in| med in &S 8 
a3 32 
| £23 
100 c.c. 100 c.c. |100¢.c./ 100 ¢.¢.| 100¢.c. | 100 c.c.| gE 
Calcium carbon- 
ate 1 gm. 0.0000 | 2.21 | 0.202} 0.0026 | 2.672) 0.09 
Copper sulphate | 0.01 gm. 0.0020 | 2.46 | 0.986} 0.0212 | 1.896] 1.11 
Phosphate 0.125 gm. 
(in terms of 
phosphate 
ions) 0:0015 4) 3-77 |, 0.997 | 0.0187 |) 1-887) 0:09 
Zinc sulphate 0.01 gm. 0.0015 | 1.75 | 2.35 | 0.13810 | 0.520) 25.19 
Nickel chloride | 0.01 gm. 0.0010 | 1.78 | 2.46 | 0.0825 | 0.410) 21.21 
Milk PAROLE. 0.0015 | 1.93 | 2.75 | 0.0995 | 0.12 | 82.08 
— — 0.0015 | 1.86 | 0.43 | 0.0409 | 2.44 | 1.67 


0.54 gm. of sugar was introduced in 100 c.c. of each culture with the seed. Thus 
the total sugar present in the culture after seeding was 2.87 gm. per 100 c.c. of the 


culture. 


Table 2. Influence of the metallic ions in combination and also in combination with 
milk on acid formation and sugar consumption in Aerobacter aerogenes culture 


Gm. of 


Quantity of the Gm. a reducing ou oi 
S. No. Ghemicalsradded chemicals ' es = “ sugar a he 
pie in the culture added acid forme fomed sugar le 
culture 


(Per 100 c.c. of the culture) 


ile Zinc sulphate and 0.010 gm. 1 0.353 5.600 
nickel chloride 0.010 gm. oe oie sed 

2. Zine sulphate, 0.010 gm. . 
nickel chloride 0.010 gm. 0.0005 0.351 2.640 
and milk 1 ee. J 

oe Nickel chloride 0.010 gm. | 0.0016 0.351 aeie 
and milk il Gx 


0.0006 0.335 4.55 


4. Control == 
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Discussion 

Presence of 0.01 percent (w/v) of zine sulphate, nickel chloride or 
1 per cent (v/v) of milk in the cultures of Aerobacter aerogenes containing 
sucrose as the source of carbon, effects hydrolysis of the sucrose present 
and an appreciable quantity of reducing sugar is observed in the cultures 
but the amount of the sugar consumed during fermentation is greatly 
decreased. Thus when in the control culture 2.44 gm. of sugar is consumed 
in similar cultures grown under similar conditions cultures containing 
zine sulphate, nickel chloride and milk consume 0.51 gm., 0.41 gm. and 
0.12 gms of sugar respectively. 


Table 3. Influence of combination of metallic tons and also in 
combination with milk on the formation of 2—3 butanediol in 
Aerobacter aerogenes cultures 


Cultures serial Gm. of sugar ee | Pde eh ns 
se Aen = ; consumed in | oiiliin / oA the basis of 
100 ¢.c. | 100 ¢.c. | sugar consumed 
13 -— 0.032 — 
2. 2.64 0.055 2.08 
3. | 0.67 } 0.225 | 33.58 
4, 0.73 | 0.154 21.16 


Presence of calcium carbonate in the culture increases the sugar 
consumption and presence of copper sulphate and phosphate in the 
culture decrease the consumption of sugar as compared to the control 
culture. 

Formation of 2,3-butanediol in presence of milk is greatly increased. 
PERLMAN (1944) has observed similar increase of 2—3 butanediol 
formation in Aerobacter aerogenes when difeo yeast extract or malt 
sprout is added in the culture. Presence of zine or nickel ions in small 
concentration help in the increase of 2,3 butanediol formation but copper 
ions act as poison for the enzymic system responsible for the formation 
of 2,3 butanediol and the cultures containing copper ions show 1.887 gm. 
of sugar consumption but the quantity of the diol formed is very little. 
Presence of phosphate or calcium carbonate in the culture does not 
affect the 2—3 butanediol formation. 

When zine and nickel ions are added together the cultures show 
reducing sugar almost comparable with the control culture but hydrolysis 
of the fermented solution and estimation of total sugar indicates greater 
reducing property than can be accounted for by the quantity of sucrose 
initially added in the culture. This anomaly is perhaps due to the forma- 
tion of some such substance in the culture which on hydrolysis acts as 
reducing substance. However the formation of 2—3 butanediol is very 
poor in this combination. This observation regarding the diol formation 
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is quite in contrast with the previous observation that zinc and nickel 
both individually increase the formation of 2—3 butanediol. Combina- 
tion of zine and nickel with milk increases sugar consumption but the 
formation of 2—3 butanediol remains low. Nickel in presence of milk in- 
creases 2—3 butanediol formation and the sugar consumption remains low. 

It is interesting to observe that the cultures of Aerobacter aerogenes 
containing phosphate, Calcium carbonate or copper indicate the presence 
of a large quantity of reducing material in the culture mentioned in the 
Table 1 as reducing sugar. This reducing property is lost on boiling the 
fermented solution with dilute hydrochloric acid for three minutes. 

These results prove that zine and nickel ions activate the enzyme 
systems responsible for the formation of 2,3 butanediol but copper ions 
act as poison for this system. Zine and nickel ions decrease the consump- 
tion of sugar by the organism and so it appears that there are at least two 
independent enzymic systems in the organism of which one is of sugar 
consumption which is partially utilised for the life activity of the organism 
and some of it is burnt off as carbon dioxide. The second enzymic system 
forms 2,3 butanediol in the culture and zine and nickel act as poison for 
the sugar consuming enzymic system and activate the 2,3 butanediol 
forming enzymic system. 

A combination of zine and nickel is found to be inhibitory for the 
formation of 2,3 butanediol. Thus it seems that the need of one cannot be 
replaced by the other and the presence of both of them together has an 
inhibitory effect on the 2,3 butanediol forming enzymic system. 


Summary 

The presence of a small concentration of nickel or zine ions in the 
cultures of Aerobacter aerogenes increases the formation of 2,3 butanediol 
in the cultures. The presence of 1 per cent of milk increases the formation 
of 2,3 butanediol in the cultures and decreases the consumption of sugar. 
Copper ions inhibit the formation of 2,3 butanediol. 

The combination of zinc and nickel ions decrease the formation of 2,3 
butanediol in the cultures of Aerobacter aerogenes and even with addition 
of milk this combination is not beneficial to the formation of the diol. 
Nickel in presence of milk increases the formation of 2,3 butanediol. 
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Stoffwechselphysiologische Untersuchungen 
an Nocardia petroleophila n.sp.* 


Von 
PETER HIRSCH 


Mit 11 Textabbildungen 


(Eingegangen am 7. Dezember 1957) 


Nocardia petroleophila n. sp. wurde bei dem Versuch gefunden, Bac. 
oligocarbophilus zu isolieren (HirscH u. ENGEL 1956). Sie wachst auf 
mineralischer Nahrlésung ohne absichtlich zugegebene Kohlenstoff- und 
Energiequellen langsam aber reichlich. Offenbar enthalt die Laborluft in 
ausreichender Menge die der Nahrldsung fehlenden Substanzen. In 
Petroleum-Atmosphare ist das Wachstum weit besser als in gew6hnlicher 
Laborluft. Die Fahigkeit, auf Mineral-Nahrlésung zu wachsen und die 
Energie- und Kohlenstoffquellen der Luft zu entnehmen, ist bisher nur 
von wenigen Actinomyceten bekannt. Eine Literaturiibersicht soll hier 
nicht gebracht werden. Es geniige der Hinweis auf die von HIRScH u. 
ENGEL (1956) genannten Arbeiten. 

Bei der Literaturdurchsicht st6Bt man immer wieder auf die Ansicht, 
manche Actinomyceten kénnten CO, assimilieren, und es wird von 
chemo-autotropher Lebensweise gesprochen. Uberzeugende Beweise 
fehlen zur Zeit jedoch noch. Eigene, orientierende Versuche hatten 
gezeigt, dali auch JN. petroleophila von der CO,-Zufuhr aus der Luft 
abhangt. Im Rahmen dieser Arbeit sollte darum festgestellt werden, ob 
CO, tatsachlich in die Zellsubstanz eingebaut, d. h. assimiliert wird. Bei 
Bestatigung sollte weiter gepriift werden, woher die Energie und der 
Reduktionswasserstoff fiir die CO,-Assimilation bezogen werden. Es 


konnten sowohl organische als auch anorganische Stoffe als Donatoren in 
Frage kommen. 


I. Material und Methoden 


Alle Untersuchungen wurden mit dem Stamm 78 durchgefiihrt, den bereits 
Hirscu u. ENGEL (1956) beschrieben haben. Kulturen und Versuchsansitze wurden 
durch Reinheitstests auf Hefewasser-Bouillon-Réhrchen laufend kontrolliert. N. 
petroleophila zeigt auf diesen nur sehr langsames Oberflachenwachstum ohne Luft- 
hyphenbildung. Triitbung oder gar Bodensatz verraten stets Verunreinigungen. 


* Auszug aus der gleichlautenden Dissertation der Mathematisch-Naturwissen- 
schaftlichen Fakultat der Universitat Hamburg, 1957. 
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Auch i - f i i 
bese aut Mineral Agar-Platten ausgestrichen; Fremdorganismen konnten 
a Grund ihrer Kolonieform noch am leichtesten erkannt werden. Erwies sich 
aa7all ; : : fs , 
Ze material der Warburg-Versuche als verunreinigt, so wurden die betreffenden 
Ansatze nicht gewertet. 


Nahrbéden. Die Zusammensetzung der Nahrbéden zeigt Tab. 1. Alle Salze 
waren pro analysi-Praparate von Merck. Sie wurden in einigen Fallen in Cu-freiem, 
bidest. Wasser geldst, in der Regel jedoch in Leitungswasser, Sterilisation 
30 min/{t atii im strémenden Dampf. Als GefaBverschluB diente in den meisten 
Fallen entfettete, gereinigte Augenwatte. Nur wenn der Zuwachs an organischer 
Substanz auf Mineral-Nahrlésung bestimmt werden sollte, wurden die KulturgefaBe 
mit Glasbechern verschlossen. 


Tabelle 1. Zusammensetzung der Nihrlésungen fiir N. petroleophila 


Nahrlésung A B C D E F G 
Leitungswasser (ml) 1000 | 1000 | 1000 | — | 1000 | 1000 | 1000 
Aqua bidest. (ml) 1000 - 
K,HPO, reinst (2) Ost WV LOS) O02) 10 101,01 11,0 
NaNO, (2) Ci LO £05 Oui) 220 ee 0 wed.0 
(NH,),HPO, (g) 0,5 sin 
MgSO, -7H,O (g) Spur | 20,0 | 0,2 | 0,2 0,5 | 10,0 | 5,0 
FeCl, - 6H,O (mg) Spur | — 0,5 5,0 | 10,0 | Spur 
FeSO, -7H,0 (mg) -- Spur - | Spur 
KCl (g) 3 i 
CaCl, - 6H,O (g) 0,15); — — 
MnSO, - 4H,O (mg) _ _ 3,2 3,2 3,2 | Spur | Spur 
ZnSO, -7H,0 (mg) — —— 3,7 3,7 | Spur | Spur | — 
MoO, (mg) 2,0 -— -- 
NH,VO, (mg) 1,0 -— — 
Na-formiat (pur.) (g) =| 1,0 
pu- Wert 7,0 6,9 7,0 7,2 7,4 6,8 6,9 


Zuwachsbestimmungen. Da stets nur geringe Bakterienmengen vorlagen, 
stieB deren quantitative Bestimmung auf betrachtliche Schwierigkeiten. Diese 
wurden noch vergrofert durch die starke Haftintensitat der Zellen an der Glaswand 
und der Fliissigkeitsoberflache. Nach erfolglosem Ausprobieren der verschicdensten 
Methoden wurde der Zuwachs durch Oxydation mit KMnO, bestimmt. Schon 
BEIJERINCK u. VAN DELDEN (1903) sowie SOHNGEN (1905) hatten mit dieser Methode 
gearbeitet. Voraussetzung ist, daB nur sehr geringe Zellmengen vorliegen und daB 
andere oxydierbare Verbindungen wie H,S, Nitrit usw. vor der Bestimmung zer- 
stért werden. Sie wurde nach der Vorschrift von KuBxEL (1895) in saurer Losung 
vorgenommen. Wie eigens dazu angestellte Vorversuche ergaben, entsprachen unter 
der Annahme, da8 die Oxydierbarkeit allein der filtrierten Zellmasse zukommt, 
1 mg KMn0O, 2,1 mg Nocardia-Trockensubstanz. 

Radioaktivitatsmessungen. Zur Bestimmung der Strahlungsaktivitat der 
mit C40, behandelten Kulturen diente ein Geiger-Miiller-Glockenzihlrohr Typ 
FHZ 15 sowie ein StrahlungsmeBgerat Typ FH 90 (Frieseke u. Hoepfner, Erlangen). 
Alle Zahlungen wurden auf einem 1,5 mm starken Aluminiumblech bei gleichem 
Abstand vorgenommen. 
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Weckglas-Versuche. Wachstumsversuche mit bestimmter Gasatmosphare 
wurden meist in Weckglasern durchgefiihrt. AuBer dem KulturgefaB (100 ml- 
Erlenmeyer mit Glasbecher-VerschluB) befanden sich darin kleine Glaschen mit 
der fliissigen Energiequelle und andere mit verd. H,SO,, die zur Freisetzung des 
CO, aus BaCO, diente. Gasformige Energiequellen wurden aus 50 ml-Glasréhrchen 
durch Umkippen freigelassen (Sperrfliissigkeit Aqua dest.). Die Weckgliaser waren 
mit Silicone gedichtet, da sich herausgestellt hatte, daB sich Gummiringe den 
Gasen und Dampfen gegeniiber nicht indifferent verhielten. 

Untersuchung des Gaswechsels. Dieser wurde in itblicher Weise mit der 

Warburg-Apparatur gemessen und 

aR zwar wegen der Trigheit des Gas- 

: wechsels mit Differential-Manometern. 

Die Versuchsansitze wurden meist 

dreifach ausgefiihrt. Die Wasserbad- 

Temperatur betrug 30° C. Die Schiittel- 

frequenz 75/min vertrugen die Zellen 
ohne Nachteil. 


II. Die Anzucht 
der Nocardia petroleophila 


Zu Beginn meiner Untersuchungen 
waren weder eine optimale Nahrlésung 
noch geeignete Energie- und C- Quellen 
bekannt, um eine geniigend groBe Zell- 
menge in die Hand zu bekommen. Die 
Nahrlésung von Lanrzscu (1922) fiir 
Actinomyces oligocarbophilus (s. Tab. 1, 
Nahrlésung A) brachte unbefriedigende 
Ergebnisse. Nach Priifung zahlreicher 
Salzkombinationen benutzte ich die 
oben angefiihrten Nahrlésungen B—F. 
Abb. 1. Nocardia petroleophila 8 Wochen auf Der durch die Sterilisation ausfallende 
Mineral-Nahrlésung B. Der Kolben links mit Niederschlas. konnte ohne Becintuse 
paraffiniertem Wattestopfen und Stanniolkappe, S) 

reahtarGlachecherveraching sung des Wachstums abfiltriert wer- 

den, wenn die Nahrlésung mit Lei- 

tungswasser angesetzt war. Weitere Vorversuche zeigten, daB zwischen py 6,8 

und 8,3 das Wachstum gleich gut ist. Der py-Wert aller Nahrlésungen wurde daher 
auf pa 6,8—7,5 eingestellt. 

Die Zusammensetzung des Leitungswassers wechselte erheblich, besonders der 


\ » © a N ex ——s ] “f ] 
Gehalt an Mgt*, NOs, Cl- und SO,->. Diese Schwankungen wurden bei der 
fee \ ne raratarirta ‘ 5 o 1 
Lésung K durch verstirkte Zugabe der betreffenden Ionen sowie durch Zusatz 
w+ Nat 0) ——— anna : - : : Ta “ 
von Kt, Na+ und PO, ausgeglichen. Obwohl damit von seiten der Nahrlésung 


alle Voraussetzungen fiir ein gutes Wachstum gegeben waren, blieb dieses gelegent- 
lich aus. Die Ursache schien mangelnde Luftzirkulation zu sein. Ich pritfte daher 
die Abhangigkeit des Wachstums von der Art des GefaBverschlusses. 

Versuch 1. 100 ml-Erlenmeyer mit je 25 ml Nahrlésung B wurden mit gleichen 
Zellmengen beimpft. Als VerschluB dienten Stopfen aus Watte oder Zellstoft ver- 
schiedener Festigkeit. Waren die Stopfen paraffiniert oder mit einer Stanniolkappe 
versehen, kam das Wachstum bald zum Stillstand (Abb. 1). Kin Unterschied 
zwischen Watte und Zellstoff bestand nicht. Zusitzlich iiber die Stopfen ge- 
stiilpte Glasbecher verlangsamten das Wachstum erheblich. Am besten entwickelles 
sich die Kolonien in jenen Kolben, die nur mit Glasbechern verschlossen waren. 
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Das Wachstum war also besser, wenn die AuBenluft leicht in das Innere des Kolbens 
gelangen konnte. 

Auch die Form und Anordnung der Kolonien lieBen sich durch die VerschluBart 
beeinflussen. Bei schlechter Luftzirkulation entstanden nur wenige, groBere, perl- 
schnurartige Kolonieketten (also geringe zahlenmaBige Vermehrung). Bei erleichter- 
tem Zutritt der Laborluft dagegen bildeten sich kleine, aber viele, dicht beieinander 
liegende Kolonien. 

Kine Abhangigkeit von der Luftzirkulation hatten auch schon Brtsn- 
RINCK u. VAN DELDEN (1903) bei Bac. oligocarbophilus beobachtet. 
Welcher Bestandteil der Laborluft meine Kulturen férderte, war vorerst 
unbekannt. Es konnte sich keinesfalls um den Luftsauerstoff handeln, da 
die Unterschiede im Wachstum schon nach wenigen Tagen auftraten. 
Kine gelegentliche Beobachtung zeigte mir dann, daB die Kolonien 
schneller wuchsen, wenn die Luft petroleumhaltig war. Es wurde daher 
folgender Versuch angesetzt: 

Versuch 2. Kine Zellsuspension befand sich in einem 2 L-Rundkolben. Der 
standige Luftstrom wurde von einer Aquarienpumpe (0,1 m*/Std) durch Petroleum, 
sterile Watte und zwei Glasfritten in die Naihrlésung gedriickt. Auf diese Weise 
konnten von 1 L Mineral-Nahrlésung EK in 19 Tagen 32,2 mg Trockensubstanz ge- 
erntet werden. 

Diese Versuchsanordnung war jedoch fiir die Gewinnung groBer Zell- 
mengen zu umstandlich und fiihrte leicht zu Fremdinfektionen. Um 
sicherer und schneller zum Ziel zu kommen, ging ich in folgender Weise 
vor: 300 ml-Erlenmeyer mit je 50 ml Nahrl6sung E wurden locker mit 
Stopfen aus gereinigter Watte verschlossen. Nach dem Sterilisieren und 
Beimpfen am folgenden Tage wurden die Kolben bei 27—28° C dunkel 
im Brutschrank gehalten, in welchem standig Petroleum verdampfte. 
Jeweils nach 6—8 Tagen war die gesamte Oberflache der Nahrlosung 
dicht mit mindestens 1 mm groBen Kolonien bewachsen. 


Ill. Kohlenstoff- und Energiequellen 
1. DieOxydierbarkeit wachsender Kulturen durch KMnO, 


Das Wachstum der N. petroleophila auf mineralischer Nahrlosung ohne 
absichtlich zugegebene C- und Energiequellen lie sich nicht nur an der 
Zunahme der Koloniezahl und -gréBe feststellen, sondern auch am 
Anstieg des KMn0O,-Verbrauchs. Das zeigen die folgenden Versuche. 

Versuche 3—5. 100 ml-Erlenmeyer-Weithalskolben mit je 25 ml Nahrlésung C 


oder D wurden beimpft und dunkel bei 27° C bebriitet. Als VerschluB dienten 
Glasbecher, die so angebracht wurden, da ein Zutritt von Staub ausgeschlossen 


war (Wattekragen). 

Wie aus Tab.2 ersichtlich, stieg die Oxydierbarkeit in den unbeimpften 
Kontrollen nur anfangs unbedeutend an, in den Kolben mit wachsenden 
Kolonien nahm sie dagegen sténdig zu. Damit war bewiesen, daB die 
Zunahme der organischen Substanz auf die Tatigkeit der eingeimpften 
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Zellen zuriickging. Sie wuchsen, ohne daB der Nahrlésung eine organische 
C- oder Energiequelle zugefiigt worden war. N. petroleophila deckt somit 
ihren Nahrstoffbedarf aus der Luft. Um welchen Stoff es sich hierbei 
handelt, blieb vorerst jedoch unklar. 

Einen ersten Hinweis erhielt ich durch die Beobachtung, da® das 
Wachstum stets dann verzégert war, wenn die Nahrlésung bald nach 
dem Sterilisieren beimpft wurde. Standen dagegen die Kolben vorher 
noch einige Tage in Laborluft, so ging die Entwicklung der Kolonien 
wesentlich schneller vonstatten. 


Tabelle 2. 
N. petroleophila-Kulturen auf 25 ml Mineral-Nahrlésung mit Glasbecher-Verschlup 
Die Werte bedeuten mg KMnO,/Kolben (3 Parallelen) 


Versuch 3 S| : 4 | = 5 
Niahrlésung C : = D $ la C _s 
Kulturdauer : un- Diffe- : un- | Diffe- . | un- Diffe- 
d beimpft beimpft renz beimpft beimpft renz beimpft 


beimpft renz 
| | | | | 
1 0,54 0,49 0,05 | 0,38 0,33 0,05 | 0,90 0,80 0,10 
6 | 0,63 | 0,49 | 0,14 | 
12 0,72 0,56 OnGs | Or4 1s 0533 0,08 
17 1,06 0,86 0,20 


is | 0,74 | 0,54 | 0,20 | 0,51 | 0,34 | 0,17 

33 | 0,81 | 0,56 | 0,25 | 0,58 | 0,30 | 0,28 | 

36 | 1,13 | 0,90 | 0,23 
105 : |: "| el 86 fs. 0,05 ir0,08 


Der Stamm 78 bendtigte offenbar einen oder mehrere Stoffe, die durch 
Erhitzen aus der Nahrlésung vertrieben wurden, nach dem Abkihlen 
jedoch in die Nahrlosung zuriickkehrten. Das lief auf CO, schlieBen. 
Obgleich den Actinomyceten von WAKSMANN (1953) die Fahigkeit zu 
chemo-autotropher Lebensweise abgesprochen wurde, versuchte ich das 
Verhalten der N. petroleophila gegeniiber CO, zu klaren. 


2. CO, als C-Quelle 
a) Das Verhalten bei niederem CO,-Partialdruck 


Meine Untersuchungen begannen zunachst mit der Priifung der Frage, 
ob auf Mineral-Nahrlésung bei sehr niedrigem CO,-Partialdruck Wachs- 
tum mdoglich ist oder nicht. 


Versuch 6. In 4 etwa gleich groBe Exsiccatoren (etwa 6 L) stellte ich je 5 Erlen- 
meyer (100ml) mit Glasbecherverschlu8, 25 ml Nahrlésung F enthaltend. Je 
1 Kolben blieb unbeimpft, die anderen 4 bekamen je 1 ml einer homogenen Zell- 
suspension. Am Boden zweier Exsiccatoren befanden sich 500 ml KOH (2 Mol/L), 
in den beiden anderen 500 ml NaCl-Lésung (2 Mol/L). Dem Gasraum der beiden 


ersten wurde Laborluft durch KOH zugefiihrt, wahrend die beiden anderen normale 
Laborluft enthielten. 
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Nach 22 Tagen war tiber KOH kein Wachstum zu erkennen, iiber NaCl 
dagegen hatten sich die Organismen in der iiblichen Weise reichlich 
vermehrt. Da die py-Werte der Kulturlésungen in allen 4 Exsiccatoren 
gleich waren, konnte die Hemmung des Wachstums iiber KOH nicht auf 
einem Alkalitétsanstieg durch CO,-Entzug beruhen. Da ferner alle 
Schliffe mit Silicone gedichtet und die relative Luftfeuchtigkeit in den 
Exsiccatoren annahernd gleich war, bleibt nur der Schlu8, daB der CO,- 
Entzug das Wachstum blockierte. 

Am 22. Tag wurden die Kolben aus je einem KOH- und NaCl-Exsicca- 
tor in die freie Laborluft gestellt. Nun wuchsen auch diejenigen Kolonien 
heran, die vorher CO,-frei gestanden hatten, eine Bestatigung dafiir, daB 
bei Fehlen von CO, kein Wachstum stattfindet. 

Da aber der Einwand erhoben werden konnte, KOH habe auger CO, 
noch andere, fliichtige Substanzen (z. B. Essigsaéure) aus der Luft ent- 
fernt, versuchte ich vermittels der Tracertechnik der Frage nach der 
Bedeutung des CO, naher zu kommen. 


b) Das Verhalten gegeniiber C0, 


Zunachst wurde gepriift, ob die lebenden Zellen aus einer C“4O,- 
haltigen Atmosphare CO, aufnehmen und radioaktiv werden. Das ClO, 
wurde durch verdtinnte H,SO, aus BaC™O, frei gemacht. Ich arbeitete 
zunachst mit der von Mrvtus jr. (1953) beschriebenen Apparatur. 


Versuch 7. 2 Erlenmeyer-Weithalskolben (100 ml) mit Glasbecherverschlu8 ent- 
hielten 25 ml Nahrlésung F und wurden mit je einer Platindse beimpft. Der Gas- 
raum des Exsiccators war durch KOH CO,-frei gemacht worden. Nach VerschluB 
aller Hahne wurden 0,06 Vol-% CO, darin entwickelt. Die dazu ertorderliche Menge 
an C¥40,-haltigem BaCO, betrug 30 mg. Die meBbare Gesamtaktivitat des Pra- 
parates belief sich auf 4014000 I/min. Zusatzlich stellte ich noch einen Erlenmeyer- 
Kolben mit einer durch Hitze abgetéteten, 10 Tage alten Kultur in den Exsiccator. 
Zur Verbesserung des Wachstums kam ein Schalchen mit Handelsbenzin dazu. 

Nach 16 Tagen Kultur im Brutschrank ersetzte ich die Gasphase im Exsiccator 
durch CO,-freie Luft. Benzingeruch war nicht mehr feststellbar. Sodann wurde fiir 
den Reinheitstest abgeimpft und der Niederschlag der Nahrlésung mit HCl gelést. 
Der pu-Wert lag nach der Saiurezugabe unter 2. Der Bewuchs in den Kolben war 
gut, waihrend bei dem abgetéteten Material kein Zuwachs erfolgt war. Die Zellen 
wurden mit Membranfiltern abfiltriert, mit Methanol und Wasser gespiilt und 
einige Stunden bei 60° C auf dem Filter getrocknet. Sodann wurde die Aktivitat 
gemessen. Leider war die Zellmenge so gering, daf deren Trockengewicht nicht 
festgestellt werden konnte. 


Wie die Messung ergab (Tab. 3), waren die Zellen auf den Filtern und 
die Nahrlosung stark aktiv. Da der py-Wert der letzten unter 2 lag, und 
infolgedessen kein gebundenes CO, in der Nahrlésung vorliegen konnte, 
muf die Aktivitét auf herausgeléste Zellbestandteile oder Stoffwechsel- 
produkte zuriickgehen. Die abgetdteten Zellen waren nicht radioaktiv 
geworden. Die lebenden Zellen hatten 2,3 bzw. 1,7% der mefbaren 
Gesamtaktivitat aufgenommen, die Nahrlésung 0,9 bzw. 0,7%. 
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Tabelle 3. Einbau von CMO, in N. petroleophila 
+ Zellmaterial vor dem Versuch getétet; () Vorkultur unter Laborluft 


Aktivitiit (Impulse/min, korr.) 
Prozent der | 

| meSbaren Ge- Nihrlésung| Nullwert 

| samt-Aktivitiit | | 

a SS eT 


Kultur- 
dauer Gasphase 
d 


Versuch 
Nr. Zellen auf 


dem Filter 


7 16 Laftnits) 16991 senul meers 28227 | 26 
Benzin 

16 e 93688 | 2,33 | 36995 26 

(18) Luft 33-4 | 0 27 26 


Die Zellen eines der beiden Kolben mit radioaktiver Nocardia wurden zur 
papierchromatographischen Trennung der Aminosauren in der tiblichen Weise mit 
6n HCl hydrolysiert. Ich arbeitete mit der absteigenden, zweidimensionalen 
Methode. Die Lésungsmittel waren 1. Butanol—Eisessig—Wasser und 2. Pyridin— 
Amylalkohol—Wasser; Tem- 
peratur 25° C; Filtrierpapier 


Ur SS 602h:p (Schl.u.Sch.). 
E Mit Ninhydrin-Reagens 
S) ey schwach bespriiht, ent- 
On standen 17 mehr oder 
C je weniger violette Flecke. 
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Der Startpunkt und ein 
weiterer Fleck  (Prolin) 
waren schwach gelb. Die 
relative Lage der einzelnen 
radioaktiven Flecke wurde 
radioautographisch ermit- 
telt (Film  SchleufBner 
,.Doneo™, 500 Std direkter 
Kontakt, entwickelt mit 
Metol-Hydrochinon). Da- 
bei entstanden mindestens 
22 geschwarzte Flecke 
(Abb. 2). AuBer den Amino- 
a sduren und dem Startfleck 
siure-Chromategrammen von i, petroleophia gevachsen ™@G88en somit noch min- 
unter Benzin ~C¥O,—Lutt. Zuordnung der Aminosiiuren destens 3 markierte, anders- 
und Aktivitiit der Flecke siehe Tab. 4 artige Sobstanzen (Fleck 
17, 20 u. 21) mitgelaufen sein. Uber die Natur dieser Substanzen kann 
zur Zeit nichts ausgesagt werden. 


L Pyridin-Amylalkohol 


Alle ninhydrin-positiven Aminosiéuren waren markiert. Sie wurden 
durch ihre relativen Ry-Werte bis auf 2 identifiziert (Fleck 15 u. 18); eine 
dieser unbekannten Substanzen kénnte dem ,,Fleck 17“ entsprechen, den 
Mevtus jr. (1953) bei Hyphomicrobium beobachtete. 
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Die Aktivitat der einzelnen Flecke auf dem Chromatogramm wurde ermittelt, 
indem diese durch eine Blende aus Aluminiumblech (1,0 mm stark) aus den nahe- 
bei liegenden anderen herausgeblendet wurden. Tab. 4 enthalt die Impulszahlen. 

Mit 1012 I/min war das Arginin von allen Aminosduren am starksten 

‘markiert. Nimmt man an, da die Violettfairbung durch die Ninhydrin- 
Reaktion der Aminosiure-Konzentration etwa proportional ist, miiBte 


Tabelle 4. Aktivitat und Farbung der Aminoséureflecke des Chromatogramms 
des Hydrolysates von N. petroleophila nach vorausgegangener N inhydrin- Reaktion 


Ninhydrin-Reaktion 


Aktivitat 


Substanz sii 5 

Nr. Farbung pater ae T/min 
5 Arginin violett 4 1012 
9 Alanin ns 5 520 
3 Asparaginsaure 6 3 499 
4 Glutaminsaure * 3 449 

7 Glycin u. Serin ee 4 434. 
8 Threonin a 3 418 
7s Lysin a 3 366 
0 Startfleck gelblich — 257 
1 Cystin violett 3 252 
10 Valin +s 2 241 
12 i-Leucin a 2 181 
6 Histidin Re 2, 165 
18 2 a i} 149 
17 2 ungefarbt — 131 
14 Tyrosin violett 1 104 
16 Phenylalanin 50 1 94. 
13 Leucin 3 3 82 
20 ? ungefarbt — 74 
11 Methionin violett il 48 
21 ? ungefarbt — 33 
15 2 violett 1 30 
19 Prolin gelblich 1 28 
Nullwert auf dem Papier an 3 versch. Stellen 26 
Nullwert ohne Papier 26 


Arginin auch die stérkste Violett-Farbung aufweisen, nach der Intensitat 
der Strahlung zu urteilen. Das war aber durchaus nicht der Fall: wesent- 
lich stirker angefarbt war z. B. der schwacher markierte Alanin-Fleck. 
Arginin mu8 darum weit intensiver markiert worden sein als z. B. Alanin. 
Sollten die Befunde von Metzner (1955) auch fiir das Hydrolysat von 
N. petroleophila Giltigkeit haben, so ist die Markierung des Arginins sogar 
noch wesentlich héher anzuschlagen, da die saure Hydrolyse dieses 
vielleicht teilweise zerstort hat. 

Die Versuche haben somit gezeigt, das CO, von den lebenden Zellen 
aufgenommen und in die gesamte, wachsende Substanz eingebaut wird. 


9 
Archiv f. Mikrobiologie, Bd. 29 26 


376 P. Hirsca: 


Dieser Einbau stellt nicht nur eine Carboxylierung dar, also lediglich 
eine ,,CO,-Fixierung*‘ nach Art der Wood-Werkman-Reaktion. Die nach 
der Anfiirbung mit Ninhydrin bestehen bleibende starke Aktivitat zeigt 
vielmehr einen wirklichen reduktiven Einbau an. 

CO, ist also eine jener gesuchten Substanzen aus der Luft, ohne die 
N. petroleophila nicht wachst. Es kann allerdings nicht die einzige 
Verbindung sein. Die CO,-Assimilation auf chemo-heterotrophem wie auf 
chemo-autotrophem Wege macht die Anwesenheit weiterer Stoffe not- 
wendig, die entweder als Energiequellen oder als zusatzliche C-Quellen 
fungieren. 


3. Die Energiequellen von Nocardia petroleophila 


Schon Vorversuche mit und ohne KOH in Exsiceatoren hatten ge- 
zeigt, daB die notwendig zu fordernde zweite Substanz KOH passieren 
kann, ohne dabei absorbiert oder zerstért zu werden. Damit waren unter 
den zu suchenden Verbindungen solche mit saurem Charakter sicher aus- 
zuschlieBen. Durch eine Anzahl weiterer Exsiccator-Versuche sollte 
gepriift werden, wie sich N. petroleophila verhalt, wenn Verbindungen 
alkalischen Charakters aus der Gasphase entfernt werden. Zu diesem 
Zweck wurde Laborluft durch heiBe Chromschwefelsaure geleitet. Es zeigte 
sich jedoch, da die Gasphase trotz dieser Behandlung das Wachstum zu 
unterhalten vermag. Da Verbindungen mit alkalischem Charakter sowie 
leicht oxydierbare Substanzen nun sicher daraus entfernt waren, muBte die 
gesuchte Verbindung anderer Art und sehr reaktionstrage sein, ein An- 
haltspunkt fiir die Vermutung, daf es sich um Kohlenwasserstoffe handelte. 

Durch eine groBe Zahl von Weckglas-Versuchen, auf die hier nicht 
naher eingegangen werden kann, konnte festgestellt werden, daB 
N. petroleophila weder Leuchtgas, molekularen H,, CO, NH,*+, NO,~ und 
CN~ oxydiert, noch molekularen N, bindet. Auch Methan, Methanol, 
Formaldehyd, Athanol, Acetaldehyd, n-Propanol, Aceton, n-Butanol, n- 
Buttersdiure, Benzol oder Xylol alle in Dampfform — férdern das 
Wachstum nicht. Einige dieser Stoffe wirken eher hemmend, wie z. B. 
Formaldehyd und Benzol. Auch Formiat und Oxalat — beide in Lésung 
gegeben — haben keinen nennenswerten EinfluB. 

Nach diesen ergebnislos verlaufenen Versuchen blieb somit fast nur 
noch die Méglichkeit offen, da Kohlenwasserstoffe die gesuchten 
Substanzen sind. Die weitere Suche wurde daher auf diese Verbindungen 
konzentriert, insbesondere auf die Kohlenwasserstoffe des Petroleums. 


4. Petroleum als C- und Energiequelle 


Petroleum und seine Kohlenwasserstoffe sind gute C- und Energie- 
quellen fiir viele Mikroorganismen. Eine Literaturiibersicht fiir die Zeit 
bis vor etwa 12 Jahren brachte ZopeLn (1946). Danach scheint die 
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Fahigkeit, Petroleum und Kohlenwasserstoffe abzubauen, besonders bei 
den Gattungen Mycobacterium und Nocardia verbreitet zu sein. Auch 
zahlreiche Nicht-Actinomyceten besitzen diese Eigenschaft, insbesondere 
Pseudomonaden. Diese kommen als unerwiinschte Begleiter kohlen- 
wasserstoffoxydierender Actinomyceten-Kulturen in Frage. Offenbar 
wirkt jedoch die von mir verwendete Mineral-Nahrlosung selektiv, denn 
ich konnte solche niemals nachweisen. AuBerdem leben sie mehr oder 
weniger heterotroph. Sie bediirfen der zusiitzlichen Zufuhr organischer 
Nahrstoffe, was fiir NV. petroleophila nicht zutrifft. 

Die ersten Versuche wurden mit Handelspetroleum unbekannter 
Zusammensetzung durchgefiihrt. Zwar hatten schon die auf S. 371 
geschilderten Beobachtungen gezeigt, da Petroleamdampf das Wachs- 
tum fordert. Es mu8Bte jedoch versucht werden, diesen Zuwachs durch 
quantitative Daten zu belegen. Die zunichst angestellten Weckglas- 
versuche brachten bereits ein klares Ergebnis: Befand sich Petroleum- 
dampf im CO,-haltigen Luftraum der Weckglaser, so stieg die Oxydier- 
barkeit der Kulturen regelmaBig bedeutend an. Es kann auf diese 
Versuche nicht weiter eingegangen werden. Nur ein Beispiel sei gegeben. 
Bei einem Versuch mit 57 tagiger Einwirkungsdauer des Petroleums stieg 
der KMn0, -Verbrauch auf 4,48 mg/50 ml Nahrlésung an, wahrend er in 
der petroleumfreien Kontrolle 0,41 mg erreichte. 

Diese Wachstumsforderung mufte sich auch in einer Tntensivierung 
des Gaswechsels bemerkbar machen. Insbesondere mute eine erhdhte 
O,-Aufnahme der Kulturen feststellbar sein. Da aber N. petroleophila im 
Vergleich zu anderen heterotrophen Actinomyceten selbst unter giin- 
stigen Bedingungen nur langsam wachst, war bei Benutzung der Warburg- 
Technik mit betrachtlichen Fehlern zu rechnen. So war z. B. die Gefahr 
der Verunreinigung der Versuchsansatze mit Fremdorganismen infolge 
der langen Versuchsdauer erhoht. Die Belastung der Manometer- 
Ausschlage durch die relativ starke endogene Atmung erschwerte zudem 
die Deutung der Ergebnisse, wie wir noch sehen werden. 


a) Der Gaswechsel schwacher Zellsuspensionen 


Fiir das Wachstum der Zellen erwies es sich als nachteilig, wenn diese 
unter die Oberflache geschiittelt wurden. Fiir die ersten Warburg- 
Versuche verwendete ich daher flache ReaktionsgefaBe, bei denen die 
Fliissigkeit eine besonders groBe Oberflaiche bei geringer Tiefe hatte 
(38,5 cm?, 65—70 ml Vol.). 

Versuch 8. Die GefaiBe wurden mit 10 ml Nahrlésung E versehen, beimpft, und 
6 Tage mit Wattekragen und Becherglasverschlu8 dunkel unter Petroleumdampf 
bebriitet. Sobald die Oberflache mit Vs eseees Kolonien dicht bedeckt war, wurden 
die GefaBe an die Manometer gehangt. Der Mitteleinsatz enthielt 0,5 ml Carbonat- 
Puffergemisch (0,1 Mol/L, K,CO,/KHCO;, mit 0,03 Vol-% CO, im Gleichgewicht). 
Die Schiittelvorrichtung blieb zunachst arretiert. 

26* 


378 P. Hrescu: 


4,5 Std nach Versuchsbeginn wurden sodann bei einem der Gefiabe 
0,5 ml Petroleum in den Seitenansatz pipettiert. Die Folge davon war, 
da® der Druck zuniachst 18 Std lang anstieg. Es stellte sich der der 
Wasserbadtemperatur entsprechende Dampfdruck des Petroleums ein. 
Sodann fiel der Druck jedoch bis zum Ende des Versuches standig ab 
(Abb. 3), ein Zeichen dafiir, da die Zellen Gas aufnahmen. Weder 
Schiitteln der GefaBe, noch Einkippen des Petroleums in die Nahr- 
lésung dnderte die Intensitét der Gasaufnahme. Die unmittelbare 

Zeit 
180-240 _—«300_——«360_~—«420———+480 Std 540 


0 60120 
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Abb. 3. Druckabnahme bei Wachstum von NV. petroleophila auf Mineral-Nahrlésung unter 
gesittigtem Petroleumdampf. Im Mitteleinsatz der GefiBe 0,5 ml Carbonat-Puffer 


Benetzung der Zellen mit fliissigem Petroleum hemmte offenbar den 
Gasaustausch nicht. 


Ein weiteres GefaB hatte zunachst kein Petroleum bekommen. 
Hier war der Druckabfall auBerst gering, er wurde als ,,Restatmung 
der Zellen gedeutet; N. petroleophila veratmete offenbar zelleigene 
Reservestoffe. 6 Tage nach Versuchsbeginn erhielt auch dieses Ge- 
fa8 0,5 ml Petroleum. Nun fiel der Druck auch hier nach Einstellung 
des Petroleum-Sattigungsdruckes in fast gleichem Mae ab, wie im 
ersten GefaB. 

Da aber die Méglichkeit bestand, daB die Gasaufnahme nicht durch die 
Zellen, sondern durch die Nahrlésung selbst erfolgte, wurde 15 Std nach 
Versuchsbeginn Sublimat (3 mg/0,5 ml dest. Wasser) in die Nahrlésung 
des 2. VersuchsgefiiBes gegeben. Der Druckabfall kam dadurch augen- 
blicklich zum Stillstand. Die Zellen in den ReaktionsgefiBen arbeiteten 
nicht mehr. 

Der Versuch lieferte somit das folgende Ergebnis: Befinden sich 
lebende Zellen und Petroleum im Reaktionsgefaf, so wird Gas aufgenom- 
men. Weder durch die lebenden Zellen allein, noch durch das Petroleum 
allein entsteht ein Gasschwund von dem beobachteten Ausma8. Ebenso 
bleibt die Gasaufnahme aus, wenn die Zellen tot sind. Daraus muB 
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geschlossen werden, daB der Petroleumdampf N. petroleophila veranlaBt, 
ein Gas aufzunehmen. Als solches kommt nur O, in Frage, denn der 
Verbrauch von Petroleumdampf selbst kann den Druck solange nicht 
verandern, als noch fliissiges Petroleum zugegen ist. 

So lag es nahe, an eine Petroleum-Oxydation durch molekularen O, zu 
denken. Leider war der Gaswechsel so triage (man beachte die Versuchs- 
dauer von 21 Tagen!) und der Druckabfall so gering, daB zuverlassige 
Aussagen tiber die Art des Abbaues auf diesem Wege nicht zu erhalten 
waren. Es mufte darum versucht werden, 
mehr Zellmaterial in die ReaktionsgefaBe 


zu bekommen. -Wattestopfen 


b) Die Gewinnung dichter Zellsuspensionen 


Die Gewinnung dichter Zellsuspensionen 
stieB auf betrachtliche Schwierigkeiten, denn 
die Kolonien lieBen sich weder zusammen- 
zentrifugieren, noch auf Membranfiltern 
sammeln. AufSerdem war es schwer, sie von 
den Glas- und Metallwanden der Filtrations- 
apparatur fernzuhalten. Die auf der Ober- 
flache schwimmenden Kolonien wurden 
durch Adhasionskrafte hartnaickig an den 
Wanden hochgezogen. ErrKson (1947) hatte 
mit Micromonospora ahnliche Schwierig- 
keiten. Auch hier verhinderte die Be- 
schaffenheit der Zellwinde und _ des 
Luftmycels die MHerstellung homogener Kolben 
Suspensionen durch Zentrifugieren. Sie Tit ech ee Aah 0 On a 
umging diese Nachteile, indem sie die dichter Zellsuspensionen von 
Niahrlésung unter den Kolonien absaugte. 7: ?¢rleophila. Brklarung im Text 

Ich machte mir den Adhasionseffekt auf folgende Weise zunutze: In den 500 ml 
fassenden Oberteil der in Abb. 4 dargestellten, sterilisierten Apparatur wurde nach 
und nach der Inhalt mehrerer Kulturkolben gegossen. Waren diese mit Chrom- 
schwefelsaure entfettet worden, lieB sich das Zusammengiefen ohne Verluste 
durchfithren. Andernfalls blieb viel Material an der Glaswand haften. Nach einiger 
Zeit stiegen alle Kolonien an die Oberflache. Nahrlésung samt Niederschlag konnten 
sodann durch den Hahn abgelassen werden, wobei die Kolonien mit dem Wasser- 
film an der Glaswand hangen blieben. Durch Einbringen von neuer Nahrlésung 
oder Phosphatpuffer konnten sie sodann in gleicher Weise gewaschen werden. Die 
Verluste an Zellmaterial durch Turbulenzerscheinungen beim Ablassen der Nahr- 
losung waren gering. SchlieBlich wurden die Kolonien in einen sterilen Schliff- 
kolben gespilt, um nach Zugabe einer bestimmten Menge Nahrlosung mit Glas- 
perlen geschiittelt zu werden. Durch wiederholtes Schiitteln vor jedem Abpipettieren 
lieB sich so eine einigermaBen homogene Suspension gewinnen. Verunreinigungen 
durch Fremdorganismen waren bei vorsichtigem Arbeiten selten. Die Herstellung 
einer Zellsuspension auf diesem Wege dauerte etwa 30 min. 


Kolonien v. N. petrol. 
an der Glaswand 
haftend 


Nahrlosung mit 
Mredersch/ag 


Nel 
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c) Der Gaswechsel unter Petroleum mit und ohne CO, 


Da N. petroleophila ohne CO, nicht wachst, hoffte ich, eine Wachs- 
tumskurve (Aufkriimmung) zu bekommen, wenn neben Petroleum CO, 
im Gasraum anwesend ist. Es wurde daher der Verlauf der Gasaufnahme 
bei hohem und niedrigem CO,-Partialdruck untersucht. 

Versuch 9. Wie Abb. 5 erkennen 1a8t, hatte die Konzentrierung der 
Zellsuspensionen zur Folge, daB gut meBbare Werte fiir die O,-Aufnahme 
wesentlich schneller erhalten wurden. Mit Petroleum (0,5 ml/GefaB) und 
KOH im Mitteleinsatz stieg die Kurve der O,-Aufnahme nahezu linear an. 


Petroleum, KOH 


Petroleum, CO, 


O2-Verbrauch 
8 


2 Kontrolle, KOH 
40 . ivi COz 
40 30 50 70 90 =‘Std 710 
Ze/t 


Abb. 5. O.-Aufnahme von JN. petroleophila bei hohem und niedrigem CO,-Partialdruck 
mit und ohne Petroleum; Zellen 22d unter Petroleumdampf vorkultiviert 
Da mit den Messungen erst nach Einstellung des Dampfdruck-Gleich- 
gewichtes des Petroleums begonnen werden konnte, fehlt der Kurven- 
anfang. Die Erklarung fiir den geradlinigen Aufstieg liegt nahe: Da ohne 
CO, kein Wachstum stattfindet, bleibt die aktive Zellmenge konstant und 
damit auch die Oxydationsaktivitiit. 

Mit Petroleum und 0,5 ml Carbonatpuffer (im Gleichgewicht mit 
0,05 Vol-°% CO,) dagegen verlief die Kurve wider Erwarten zunehmend 
abgekriimmt. Man kénnte dies so erkliren, daf% entweder ein Teil des 
Substratwasserstoffes unmittelbar auf CO, iibertragen wird, oder aber daB 
die Substratoxydation zu einer Chemosynthese nach vorausgegangener 
Wasserspaltung fiihrt. Beide Vorginge haben eine Herabsetzung der meB- 
baren O,-Aufnahme zur Folge. Beide Annahmen kénnen aber nur dann 
befriedigen, wenn bei totaler Oxydation einer gegebenen Menge 
Petroleum der Gesamtverbrauch an O, bei Fehlen von CO, gréBer ware 
als in dessen Gegenwart. Leider konnte dieser Endpunkt der Oxydation 
nicht abgewartet werden. 

So bleibt ungekliart, warum die Intensitat der Oxydation in Gegenwart 
von CO, trotz des angenommenen Wachstums nicht sogleich zunahm. 
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Zahlreiche Versuche, die Ursachen aufzufinden, fiihrten zu keinem be- 
friedigenden Ergebnis, so daB auf deren Wiedergabe verzichtet sei. Die 
Form der Atmungskurve von N. petroleophila laBt jedenfalls keine 
Riickschliisse auf den Verlauf des Wachstums zu. 

Bemerkenswert war auch das Verhalten der Kontrollansitze. Als O,- 
Aufnahme berechnet war der Gasschwund fast halb so groB wie in Gegen- 
wart von Petroleum. Wir haben es hier zweifellos mit der endogenen 
Atmung zu tun. Auch in den spateren Versuchen war deren Intensitat 
stets relativ betrachtlich. Der Quotient O,-Verbrauch mit Petrol./O,-- 
Verbrauch ohne Petrol. war meist etwa 3/1. Nach Grtmour u. Mitarb. 
(1955) ist eine derartig starke endogene Atmung typisch fiir die Actino- 
myceten. Bei der Glucose-Oxydation durch Streptomyces griseus fanden 
sie ebenfalls 3/1. 

Die Unterschiede im O,-Verbrauch der Kontrollen mit und ohne CO, 
lassen sich wie die der Petroleum-Ansatze deuten, nur da8 hier intra- 
cellulére Reservestoffe oxydiert werden. Das wiirde besagen, da8 in 
Gegenwart von CO, auch ohne Substratzugabe mindestens anfanglich 
eine CO,-Assimilation stattfand. 


d) Der O,-Verbrauch bei unterschiedlichem Petroleum-Dampfdruck 


Die folgenden Versuche sollten klaren, ob die Intensitadt der O,- 
Aufnahme mit dem Petroleum-Dampfdruck ansteigt, und ob bei Satti- 
gung im Gasraum das Hochstmafi der Oxydationsintensitat erreicht ist. 


Versuch 10. Die Warburg-GefaBe enthielten im Mitteleinsatz 0,3 ml Carbonat- 
puffer (KP) und gleiche Zellmengen im Reaktionsraum. In den Seitenansatz zweier 
GefaiBe wurden jeweils 2 Tropfen Petroleum ,,Hssovarsol pipettiert, also aus- 
reichend fiir die Hinstellung-und Aufrechterhaltung des Sattigungsdruckes. Drei 
weitere GefaBe erhielten lediglich eine Spur Petroleum, so daf hier bei vélligem 
Verdampfen der Sattigungsdruck nicht erreicht werden konnte. 2 KontrollgefaSe 
blieben ohne Petroleum. 

Die Oxydationskurve (Abb.6) der GefaBe mit Sattigungsdruck nahm 
den iiblichen, leicht abklingenden Verlauf, von den ersten Stunden ab- 
gesehen. Die durch die Einstellung des Petroleum-Sattigungsdruckes 
bedingte Kompensation der O,-Aufnahme tauschte zu Beginn eine ,,lag 
phase“ vor. Auch die Oxydationskurve der Kontrolle verlief normal. 

Da bei den Ansitzen mit Petroleum-Spuren der Sattigungsdruck nicht 
erreicht wurde, setzte hier der Druckabfall sofort maximal ein und iiber- 
traf zunachst den der GefaBe mit voller Sattigung. Schon nach etwa 
40 Std war aber in diesen GefaiBen die Petroleam-Oxydation praktisch 
beendet, denn die Oxydationsgeschwindigkeit entsprach von diesem 
Zeitpunkt an der der Kontrollen. Als 72 Std nach Versuchsanfang in 
diese GefaBe ebenfalls je 2 Tropfen Petroleum pipettiert wurden, stieg 
auch hier die Oxydationsgeschwindigkeit in kurzer Zeit auf den Wert bei 


voller Sattigung an. 
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Ein ganz entsprechendes Ergebnis lieferte der Versuch mit KOH an 
Stelle des CO,-Puffers im Mitteleinsatz der GefaBe. Wir sehen also, dab 
die Oxydationsintensitaét mit dem Partialdruck des Petroleums ansteigt. 
Es ist daher denkbar, daB selbst bei Sattigungsdruck im Gasraum das 
oxydierende Enzymsystem der Zellen noch nicht substratgesattigt ist, da 
das Petroleum schneller verarbeitet wird, als durch Diffusion in die 
Nahrlésung nachgeliefert werden kann. Das im Wasser schwer losliche 
Petroleum kénnte dadurch zum staéndigen Minimumfaktor der Oxydation 
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Abb. 6. Petroleum-Oxydation durch N. petroleophila bei Sittigungsdruck und mit Spuren von 
Petroleum ,,Essovarsol’ in der Gasphase. Zellmaterial 18d unter gleichem Petroleum kultiviert. 
Mitteleinsatz mit je 0,3 ml Carbonat-Puffer (0,1 M) 


werden. Das kénnte der Grund dafiir sein, daB die Oxydationskurve 
linear verlief. Selbst bei Wachstum der Zellen kénnte dieser Effekt ein 
Aufkriimmen der Oxydationskurve verhindern. Zur Klarung dieser Frage 
sind allerdings weitere Versuche erforderlich. 


e) Der O,-Verbrauch auf verschiedenen Petroleumsorten 

Wir haben bisher vorausgesetzt, dais der oxydable Bestandteil des 
Petroleums unter dessen Kohlenwasserstoffen zu suchen sei. So wahr- 
scheinlich das auch ist, muBte dennoch der Beweis dafiir gebracht 
werden. Petroleum enthilt auBer den Kohlenwasserstoffen noch andere 
Bestandteile, und es war immerhin méglich, daB einer von diesen 
abgebaut wurde. 

Da die einzelnen Petroleumsorten in ihrer Zusammensetzung variieren, 
miissen sich beim Vergleich ihrer Oxydationskurven Anhaltspunkte tiber 
die Art ihrer oxydierbaren Bestandteile gewinnen lassen. AuSer 2 Han- 
delssorten, die nicht naher definiert waren und als ,,Petroleum 1 bzw. 2‘ 
bezeichnet werden sollen, stellte mir die Esso-AG, Hamburg, freund- 
licherweise 3 wohldefinierte Sorten mit einer Siedeanalyse zur Verfiigung. 
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Sie waren als ,,Esso Petroleum“, ,,Somentor F“ und ,,Essovarsol 
145/200° bezeichnet und unterschieden sich wesentlich durch ihre Siede- 
bereiche und damit vermutlich auch durch die Dampfdrucke. Ferner 
waren sie olefinarm und enthielten zwischen 16 u. 18°, Aromaten 


(Tab. 5). 


Tabelle 5 

Stedebereiche der Petroleumsorten ,,Essovarsol, ,,Esso Petroleum und ,,Somentor F“ 
Petroleumsorte Essovarsol 145/200 | Esso Petroleum Somentor F 

Siedebeginn °C 148 | 174 201 

Hauptsiedebereich °C 160—190 190—240 210—240 

SiedeschluB °C 200 259 242, 


Versuch 11. Wie Abb.7 zeigt, wurden die einzelnen Petroleumsorten in 
recht unterschiedlichem Ausmaf oxydiert. Die stérkste O,-Aufnahme 
fand mit ,,Essovarsol‘ statt, es folgten ,,Petroleum 1“‘, ,,Esso Petroleum‘, 
Petroleum 2‘, ,,Somentor F“ und endlich die Kontrolle. Vergleicht man 
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Abb. 7. Oxydation verschiedener Petroleumsorten durch N. petroleophila: 


Zellen 23d unter ,,Petroleum I‘ vorkultiviert, Seitenansidtze: je 0,5 ml Petroleum, 
Mitteleinsitze: je 0,5 ml Carbonat-Puffer (1 Mol/L) 


die 3 Sorten der Esso-AG, fallt die Korrelation mit dem Siedebeginn ins 
Auge: Die niedrigst siedende Sorte mit dem héchsten Dampfdruck wird 
auch am besten verarbeitet. 

Damit haben wir einen deutlichen Hinweis darauf, daB Kohlenwasser- 
stoffe die oxydablen Bestandteile der verschiedenen Petroleumsorten 
sind. Sie bedingen in der Hauptsache deren unterschiedliche maximale 
Siedebereiche und Dampfdrucke. Sie stellen jedoch ein kompliziertes 
Gemisch der verschiedensten Verbindungen mit ahnlichen Eigenschaften 
dar, die sich nur schwer voneinander trennen lassen. 
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Es bestand nun die Méglichkeit zu priifen, ob aliphatische, aro- 
matische oder olefinische Kohlenwasserstoffe in Frage kommen. Chemi- 
schen Umsetzungen am leichtesten zuginglich sind die Olefine. Das 
scheint auch in biologischer Hinsicht zu gelten, denn Haac (1926) stellte 
fest, daB gereinigte Paraffine mit geringer Jodzahl (also fast olefinfrei) 
von einer Mycobacterium-Art fast gar nicht angegriffen wurden im 
Vergleich zu ungereinigtem Handelsparaffin. Da aber die Petroleum- 
sorten der Esso-AG nahezu olefinfrei sind, kamen in meinem Falle 
Olefine nicht in Betracht. 


f) Der O,-Verbrauch auf gereinigtem Petroleum 


Wiirde es gelingen, die Aromate bis auf Spuren zu beseitigen, so kann 
die zuriickbleibende Fraktion nicht mehr oxydiert werden, wenn 
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Abb. 8. O,-Aufnahme von N. petroleophila mit Essovarsol, gereinigtem Petroleum GP 1 und der 
Kontrolle ohne Petroleum; Zellen 25d unter Essovarsol vorkultiviert; Mitteleinsiitze mit KOH 


aromatische Kohlenwasserstoffe die spezifischen Energiequellen von 


N. petroleophila sind. Ich versuchte daher, das ,,Essovarsol‘’ aromaten- 
frei zu machen. 


Zu dem Zweck wurde es mit Oleum wiederholt geschiittelt, mit Lauge und 
Aqua dest. griindlich gewaschen, sodann fraktioniert destilliert und iiber eine 
Al,O,-Saule gegeben. Das so gewonnene Praparat wurde als ,,GP 1‘ bezeichnet. 
Die Untersuchung desselben im UV sowie im Infrarot zeigte, daB es nahezu frei 
von Aromaten und Olefinen war und in seinem Absorptionsverhalten reinem 
n-Tridecan bzw. n-Undecan weitgehend ahnelte. Alle Einzelheiten mdégen in der 
Dissertation nachgelesen. werden. 


Durch den nachsten Versuch sollte gepriift werden, ob das gereinigte 
Petroleum ,,GP 1‘ durch N. petroleophila oxydiert wird. 
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Versuch 12. In den Seitenansatz der Warburg-GefaBe kamen je 2 Tropfen 
Essovarsol oder GP 1. Die Kontrollen blieben ohne Energiequelle. Zu 2 weiteren 
GefaBen mit GP 1 wurden 4 mg Sublimat (in 0,5 ml Aqua dest.) in die Nahrlésung 
gegeben, damit der Dampfdruck des toten Systems gemessen werden konnte 


(Abb. 8). 

Mit GP 1 und Sublimat stieg dieser, berechnet als O,-Druck, nur in den 
ersten 15 Std wesentlich an, um sich dann asymptotisch einem konstan- 
ten Wert zu nahern. Essovarsol forderte die O,-Aufnahme in der iiblichen 
Weise. Die Oxydationskurve stieg nahezu linear an. Die O,-Aufnahme in 
den GP 1-GefaBen lag etwas unter der der Essovarsol-Ansitze. Damit 
war bewiesen, da auch von Aromaten und Olefinen nahezu freies 
Petroleum durch JN. petroleophila oxydiert wird. Die deutliche Schwi- 
chung der Oxydationsintensitaét kénnte auf der durch die Fraktionierung 
und nachfolgende Trennung auf der Al,O,-Séule hervorgerufenen Ver- 
ainderung des Dampfdruckes beruhen. Jedenfalls darf nach diesen 
Versuchen kaum mehr daran gezweifelt werden, da die oxydierbaren 
Bestandteile des Petroleums aliphatische Kohlenwasserstoffe sind. 


5. Reine Kohlenwasserstoffe als Energiequellen 


Um die bisherigen Ergebnisse zu sichern, ging ich zur Untersuchung 
moglichst reiner sowie synthetischer Kohlenwasserstoffe tiber. Zundchst 
wurden n-Hexan (Merck 9688) und Heptan bis Nonan (technisch, Firma 
Haltermann, Hamburg) gepriift. Zweifellos handelte es sich bei letzteren 
um Siedeschnitte und daher um Gemische verzweigter und unver- 
zweigter Kohlenwasserstoffe. 

Die mit der Weckglas-Methode angestellten Versuche fiihrten jedoch zu keinem 
Ergebnis. Unter n-Hexan, Heptan und Octan vermehrten sich die Zellen nicht. Die 
Hyphen waren blasig oder citronenférmig aufgetrieben, besonders unter Octan. 
Deutliches Wachstum war nur unter Nonan zu verzeichnen. Hier hatte auch die 
Oxydierbarkeit mit KMnO, erheblich zugenommen. Weitere Versuche mit festem 
Handelsparaffin DAB 6 (Smp. 68° C) blieben ebenfalls erfolglos. 

Die Beschaffung der reinen, genau definierten, fliissigen Alkane 
n-Undecan, n-Dodecan und n-Tridecan verdanke ich dem freundlichen 
Entgegenkommen von Prof. Dr. Heyns (Organ. Abt. Chem. Staatsinst., 
Hamburg). Durch den folgenden Warburg-Versuch sollte festgestellt 
werden, ob N. petroleophila diese Kohlenwasserstoffe zu oxydieren 
vermag. 

Versuch 13. Wie aus Abb. 9 ersichtlich, war die O,-Aufnahme mit 
Essovarsol am starksten. Zukippen des Petroleums zur Nahrlésung nach 
65 Std — also Kontakt der Zellen mit dem fliissigen Petroleum — hatte 
keinen Einflu8 auf die Form der Kurve. Mit n-C,,H,, war die Oxydations- 
intensitat etwa halb so groB wie mit Essovarsol. Auch das n-Dodecan 
wurde noch oxydiert, aber wieder schwacher als n-Undecan. Die Wieder- 
holung des Versuches fiihrte zum gleichen Ergebnis. 
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Weitere Versuche ergaben, daf auch n-Tridecan angegriffen wird, nur 
wieder langsamer als n-Dodecan. Die biologische Oxydierbarkeit der 
Kohlenwasserstoffe zeigt also eine deutliche Abhangigkeit von der 
Kettenlinge: C,, > Cy > Cy. Da n-Hexan, Heptan und Octan aus- 
gesprochen giftig wirken, und da festes Paraffin unwirksam ist, handelt es 
sich bei den oxydablen Substraten des Petroleums vermutlich um 
Kohlenwasserstoffe mit etwa 9—14 C-Atomen. 


6. Der Atmungsquotient der Kohlenwasserstoffe 
Die Suche nach der zweiten, neben CO, in der Luft enthaltenen und zum 
Wachstum von N. petroleophila auf Mineral-Nahrlésung unbedingt not- 
wendigenSubstanz hatte 
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Abb. 9. Oxydation von Essovarsol-Petroleum, n-Undecan und leums im wesentlichen 


n-Dodecan durch JN. petroleophila; Zellmaterial 19d unter a 4 
Essovarsol vorkultiviert, Mitteleinsitze mit KOH aus Kohlenwasserstoffen 


der Kettenlainge Cg—C,, 
besteht, und dai die Oxydation zur Bildung von CO, und Wasser fiihrt, 
miBte sich RQ gemaB folgender Bruttogleichung auf etwa 0,65 belaufen: 


C,,Hos + 184), 0, = 12 CO, +.13.H,0. 


Versuch 14. Die ReaktionsgefiBe mit 3,5 ml Zellsuspension (14 d alt) erhielten 
mit Ausnahme der Kontrolle 0,3 ml Essovarsol-Petroleum in den Mitteleinsatz 
und 0,4 ml H,SO, (10%) in den Seitenansatz. Die O,-Aufnahme wurde getrennt 
davon in 2 Ansitzen mit KOH im Mitteleinsatz gemessen. 

14,5 Std nach Versuchsanfang (= Einstellung des Sattigungsdruckes des Petro- 
leums) wurde in 2 GefiBen das gebundene CO, durch Zugabe der Saure zur Zell- 
suspension bestimmt (= Anfangs-CO,). In 2 weiteren Ansatzen und in den Kon- 
trollen wurde das gebundene CO, nach 63,25 Std bestimmt (= End-CO,). Die Be- 
rechnung des RQ-Wertes wurde unter Nichtbeachtung des in der Gasphase vor- 
handenen freien CO, vorgenommen. Dessen Veranderungen konnten in Anbetracht 


der meist neutralen Reaktion und der Pufferung der Nahrlésung vernachlassigt 
werden. 


&0 
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So erhielt ich (Abb. 10, Tab. 6) fir die Ansatze mit Petroleum den 
RQ-Wert 0,26 und fiir die Kontrollen 0,58. Wurde die hohe Restatmung 
der Kontrollansatze in Abzug gebracht, ergab sich fiir die reine Petro- 
leum-Atmung ein RQ-Wert von 0,14. Hierbei wurde vorausgesetzt, dak 
die endogene Atmung in Gegenwart von Petroleumdampf ebenso sore 
ist, wie in Abwesenheit derselben. 

Kin weiterer Versuch (15) mit alterem Zellmaterial (19 d), aber ent- 
sprechender Anordnung brachte mit Petroleum 0,44 und fir die Rest- 
atmung 0,90. Unter Beriicksichtigung der Restatmung ergab sich fiir das 
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Abb. 10. Bestimmung des R Q-Wertes der Petroleum-Oxydation bei NV. petroleophila; 
Zellmaterial14d unter Essovarsol-Petroleum vorkultiviert 


Petroleum der RQ-Wert 0,23 (Tab. 6). In der gleichen Weise wurde auch 
der Atmungsquotient auf n-Tridecan ermittelt (Versuch 16 u. 17). 

Uberblicken wir die in Tab. 6 zusammengestellten Ergebnisse, so wird 
auffallen, daB die Kohlenwasserstoff-Oxydation eine nur sehr geringe 
Freisetzung von CO, zur Folge hat, verglichen mit dem Ausma8 der O,- 
Aufnahme. Die Differenz zwischen A CO, mit Energiequelle und A CO, 
ohne Energiequelle ist so geringfiigig, insbesondere beim n-Tridecan, 
daB es zweifelhaft erscheint, ob tiberhaupt CO, gebildet wurde. 

Die RQ-Werte streuen infolge der Geringfiigigkeit der Manometer- 
ausschlage betrachtlich. Sie liegen mit 0,12—0,24 (Mittel 0,18) nach 
Abzug der endogenen Atmung sehr niedrig, wahrend die der endogenen 
Atmung mit 0,58—0,90 (Mittel 0,75) demgegentiber stets bedeutend 
groBer sind. 

Soweit diese Befunde eine Deutung zulassen, scheint die Oxydation der 
aliphatischen Kohlenwasserstoffe unvollsténdig zu sein und zur An- 
reicherung eines Zwischenproduktes, vermutlich von Fettsauren, zu 
fiihren. Diese werden woméglich als Reservestoffe gespeichert oder auch 
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ausgeschieden. Auf Fettspeicherung kénnte der RQ-Wert der endogenen 
Atmung hinweisen, der mit durchschnittlich 0,75 etwa dem der Fett- 
siuren entspricht. Fiir Fettsiurebildung sprachen auch noch weitere 
Befunde, auf die hier aber nicht eingegangen werden kann. Es geniige 
nur der Hinweis, da® sich zwischen den Hyphen haufig kristalline Aus- 
fallungen organischer Natur bildeten. 


Tabelle 6. RQ-Werte von N. petroleophila auf Mineral-Nahrlisung mit und ohne 
Petroleum- bzw. n-Tridecan-Dampf 


RQ-Wert 


Gebundenes 
Alter CO, (ul) . A CO,/A O2 
des = 0.-Auf- 2 CO,- ; 
eee u nergie- : 
V Ae Ze al suelte nahme = ie ander mit en- | ohne en- 
Nr. ma AO, (ul) | Ver- Ver- CO, (41) dogener | dogene 


terials 


suchs- | suchs- 
d 


Atmung | Atmung 
anfang ende 


14 14 48,8 | Petrol.}| 132,6 | 138,9 | 173,8 | 34,9 0,26 0,14 
Kontr. 44,1 | 137,0 | 162,7 | 25,7 0,58 — 


15 19 76,0 | Petrol. 94,4 | 131,3 | 172,6] 41,3 0,44 0,23 
Kontr. 29,7 | 129,8 | 156,4} 26,6 0,90 —_— 


16 13 96,9 | n-Trid. 42,0 | 110,0 | 134,0} 24,0 0,57 0,12 
Kontr. 27,7 | 109,7 | 132,0| 22,3 0,81 _ 


17 14 90,0 | n-Trid,| 52,2 | 196,6 | 222,7 | 26,1 0,50 0,24 
Kontr. 28,6 | 195,5 | 216.0} 20.5 0,72 — 


7. CO,-Assimilation in Gegenwart von Petroleum 

Sollten sich in den Kohlenwasserstoffen die Energiequellen fiir die 
CO,-Assimilation durch NV. petroleophila gefunden haben, so war in Gegen- 
wart von Petroleum ein erhdhter CO,-Einbau zu erwarten. Die GréBe 
dieses Hinbaues muBte mit dem Ausmaf der Petroleumoxydation, d. h. 
der O,-Aufnahme irgendwie parallel gehen. Im nachsten Versuch wurde 
daher die Warburg-Methode mit der Tracertechnik kombiniert, um 
einen Kinblick in die quantitativen Zusammenhange zu bekommen. 


Versuch 18. 4 WarburggefaiBe bekamen je 2 Tropfen Essovarsol in den Mittel- 
einsatz, 4 blieben ohne Energiequelle. Je 3 Petroleum-Ansiitze und 3 Kontrollen 
erhielten in die Suspension 0,5 ml markierter NaHC'O,-Lésung. Zur Messung der 
reinen O,-Aufnahme erhielten 1 Petroleum-Gefa8B und 1 Kontrolle KOH in den 


Mitteleinsatz. 

Wie Abb. 11 zeigt, verlief die Oxydationskurve der Ansiitze mit KOH 
wieder nahezu linear, wiaihrend die der Ansitze mit NaHCO, leicht 
abgekrimmt war. Die Oxydierbarkeit stieg im Petroleum-Ansatz mit 
KOH auf 1,38 mg KMnO, = 2,9 mg Zelltrockengewicht an. Da bei 
Fehlen von CO, bisher kein Wachstum beobachtet wurde, diirfte die 
erhohte Oxydierbarkeit auf der Bildung von Substanzen beruhen, die 
aus dem Petroleum durch Oxydation entstehen und in die Nahrlésung 
ausgeschieden werden. Im Kontrollansatz ohne Petroleum und mit KOH 
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war dagegen die Bildung dieser Stoffe nicht moglich. Hier fiel der 
KMn0O,-Wert auf 0,96 mg ab, zweifellos eine Folge der endogenen Atmung 
der Zellen. 

Die Oxydation des Petroleums in Gegenwart von Bicarbonat fiihrte 
zu sehr starkem EHinbau von CO, (Tab.7). Die Aktivitat der getrockneten 
Zellen auf den Filtern stieg von 0 zu Beginn auf 9562 nach 26 Std und 
auf im Mittel 17841 I/min nach 49,5 Std an. Im gleichen Zeitraum 
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Abb. 11. Einbau von CO, aus NaHCO, durch N. petroleophila; Zellmaterial 20d unter Essovarsol 
vorkultiviert; Suspension: je etwa 2,9 mg Zell-Trockensubstanz in 3,5 ml Nihrlésung C; je GefaB 
0,22 mg NaHC140, = 2,67 uM CO, = 15,7 uC 


erhdhte sich die Aktivitaét in den Kontrollansatzen ohne Petroleum von 
anfangs 0 auf nur 3406 I/min nach 26 Std, um dann bis zum Versuchs- 
ende nahezu konstant zu bleiben. 

Die Gegenwart von Petroleum hatte also zur Folge, daB N. petroleo- 
phila bereits in den ersten 26 Std nach Versuchsbeginn fast dreimal 
soviel CO, fixierte wie bei Fehlen von Petroleum. Nach 49,5 Std erhdhte 
sich der Betrag auf das Fiinffache. Auch der O,-Verbrauch erreichte zu 
diesem Zeitpunkt einen Wert, der den der Kontrollen etwa fiinffach 
iiberstieg. Da die verbrauchte O,-Menge der oxydierten Substratmenge 
entsprechen mu8, folgt daraus, daB das Ausmafs des CO,-Hinbaues in 
die Zellen von der Menge des umgesetzten Substrates abhangt. 

Es kann hiernach nicht mehr bezweifelt werden, dafs mit dem Petro- 
leum-Abbau eine CO,-Assimilation gekoppelt ist. Aber auch beim Abbau 
zelleigener Reservestoffe (endogene Atmung) wird CO, gebunden, wenn 
auch anscheinend nur solange, bis diese erschdpft sind. 

Bemerkenswert war die Veranderung der Radioaktivitat der Nahr- 
lésung, die vor dem Abfiltrieren der Zellen stark angesduert wurde 
(pH unter 2), um die restlichen CO,-Mengen zu vertreiben. Fir die 
Aktivitétsmessung wurde sie in kleinen Becherglisern eingedampft, 
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deren Weite der Zahlrohrweite entsprachen. Die Aktivitat der Nahr- 
lésung stieg in den ersten 26 Std bei den Kontroll-Ansatzen ohne Petro- 
leum auf 1568 I/min an, um dann in den folgenden 23,5 Std wieder auf 
im Mittel 687 I/min abzufallen. In den Versuchsansatzen mit Petroleum 
nahm dagegen die Aktivitaét der Nahrlésung laufend zu. Man kann daraus 
schlieBen, daB schon nach kurzer Zeit markierte Stoffwechselprodukte 
in die Nahrlésung abgegeben werden. Bei den Kontrollen ohne Petroleum 


Tabelle 7. Hinbau von C40, aus NaHCO, durch N. petroleophila; Zellen 20d unter 
Essovarsol vorkultiviert; etwa 2,7 mg Trockengewicht/3,5 ml Suspension in Ndhr- 
lésung C 


Versuchsdauer (Std) 0 26 49,5 


Impulse/min (mit Koincidenzkorr.) 


Energiequelle Nihrlésung | Zellen | Niahrlésung | Zellen Nahrlésung 
Essovarsol-Petr. 97591 9562 4083 — = 
97591 —_ — 19175 5726 
97591 — — 16508 5725 
Mittel: | | | | 17841 5726 
Luft, Kontrolle 97591 3406 1568 — — 
: 97591 —_ —- 3961 885 
97591 — — 3439 489 
Mittel: | | | | 3700 687 


Nulleffekt | sen taygaeeyl 26 26 


werden diese wieder aufgenommen, vielleicht infolge Mangels an Sub- 
strat. Es muB allerdings bemerkt werden, daB die Nahrlésung einen Teil 
ihrer Aktivitat durch die Aufbereitungsmethode erlangt haben kann, 
indem die Anséiuerung der Nahrlésung vor der Filtration woméglich 
zur Herauslosung von Zellbestandteilen fiihrte. 

Zum Schluf sei noch betont, daB der Kohlenstoff des fixierten CO, 
in Gegenwart von Petroleum in die Aminosiuren des Zellmaterials fest 
eingebaut wurde, wie die starke Radioaktivitiét des Zellhydrolysates 
bewies. 


IV. Schlu8betrachtungen 


Besondere Aufmerksamkeit verdienen die Beziehungen zwischen der 
Kohlenwasserstoff-Oxydation und der CO,-Verwertung. Wir haben ge- 
sehen, dafi die Gegenwart von CO, obligatorisch fiir N. petroleophila ist; 
ohne CO, wiichst sie nicht. Der Kohlenstoff daraus erscheint schon kurz 
nach der Aufnahme in die Zellen als fester Baustein der Aminosiuren. 
Ks findet eine echte Assimilation statt, und das AusmaB derselben muB 
betrachtlich sein. 

CO,-Assimilation ist bei einem Organismus, der wie N. petroleophila 
offensichtlich von Kohlenwasserstoffen lebt, schwer verstindlich. Diese 
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stark reduzierten und sehr energiereichen Verbindungen kénnten nach 
ihrer Oxydation auch ohne CO,-Aufnahme die Bausteine fiir die Syn- 
these aller organischen Zellbestandteile liefern. Sollten die Oxydations- 
produkte der Kohlenwasserstoffe tatsachlich fiir synthetische Zwecke 
Verwendung finden, dann offenbar nur, wenn gleichzeitig CO, zugegen 
ist und in den Stoffwechsel einbezogen werden kann. Die Kohlenwasser- 
stoffe waren dann nicht nur die Energielieferanten fiir die CO,-Assimila- 
tion, sondern auch C- Quellen. Es lage heterotrophe CO,-Assimilation vor. 
Die Frage, ob dies zutrifft, oder ob die Kohlenwasserstoffe nur Energie- 
spender sind, konnte durch meine Untersuchungen jedoch nicht ein- 
_deutig beantwortet werden. Die Proportionalitaét zwischen CO,-Einbau 
und O,-Verbrauch (= Kohlenwasserstoffverbrauch), wie sie in Versuch 18 
(Abb. 11) zutage trat, kann sowohl fiir die eine, wie auch fiir die andere 
Ansicht herangezogen werden. 

Fir die Bedeutung der Kohlenwasserstoffe lediglich als Energie- 
Donatoren gibt es jedoch einige Anhaltspunkte. NV. petroleophila wichst 
und arbeitet selbst unter Petroleum nur relativ langsam. Langsames 
Wachstum ist aber ein bezeichnendes Merkmal fast aller Chemo-Auto- 
trophen, solange sie ihren C-Bedarf aus CO, decken miissen. Ferner kann 
N. petroleophila auf keinen der gebraéuchlichen organischen Nahrbéden 
zu beschleunigtem Wachstum gebracht werden, beschleunigt gegeniiber 
Mineral-Nahrlésung. Wir haben gesehen, da im Gegenteil Zellschadi- 
gungen auftreten. 

Nach Umpretr (1947) kann man von Autotrophie nur dann sprechen, 
wenn eine anorganische Verbindung als Energiespender genutzt wird 
und wenn ausschlieBlich CO, die C-Quelle darstellt. Das trifft fir 
N. petroleophila jedoch nicht zu. Lees (1955) unterscheidet ,,echte CO,- 
Assimilation‘, d. h. den reduktiven Umbau zu (CH,O) von der ,,CO,- 
Fixierung“‘, d.h. dem nichtreduktiven Einbau z.B. nach Art der Wood- 
Werkman-Reaktion. Ferner stellte er der autotrophen CO,-Assimilation, 
bei der die Energie fiir den reduktiven Umbau einer ,, Anorg-Oxydation“ 
entstammt, die heterotrophe CO,-Assimilation gegeniiber, bei der zwecks 
Energiegewinnes eine organische Substanz oxydiert wird. N. petroleo- 
phila ware diesem zweiten Typ zuzurechnen. Solange aber keine ein- 
wandfreien Beweise hierfiir vorliegen, sei vorerst auf die Zuordnung zu 
einem bestimmten Stoffwechseltyp verzichtet. 

Wahrscheinlich wird es méglich sein, mit ganz oder teilweise mar- 
kierten Kohlenwasserstoffen den Verbleib des Paraffin-C zu verfolgen. 
Ebenso werden Untersuchungen tiber die Kohlenstoffbilanz mit gréBeren 
Zellmengen oder Messungen der bei der Oxydation frei werdenden Warme- 
mengen Anhaltspunkte iiber die Art der Energicausnutzung liefern. 

SchlieBlich bleibt auch die Herkunft des Reduktionswasserstoftes zu 
klaren. Es liegt nahe, die Kohlenwasserstoffe als H-Donatoren der 
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CO,-Reduktion anzusehen. Ein solcher Vorgang ist anaerob und bedarf 
nur der passenden Wasserstoff-Ubertrager. NV. petroleophila ist jedoch ein 
streng aerober Organismus, der den Sauerstoff zur Oxydation der Kohlen- 
wasserstoffe braucht. So ist wahrscheinlicher, daB die Bereitstellung des 
Reduktionswasserstoffes aus dem Wasser auf dem Wege iiber eine chemo- 
lytische Wasserspaltung erfolgt. Diese Vorstellung wiirde noch am besten 
erklaren, warum JN. petroleophila in Gegenwart von CO, unter Petroleum 
weniger O, verbraucht als bei Fehlen von CO,: Die aus der Chemolyse 
des H,O herrithrende (OH)-Komponente oxydiert Substrat oder liefert 
freien O,. Zukiinftige Untersuchungen werden daher klaren miissen, ob 
die O,-Differenz ruhender und wachsender Zellsuspensionen tatsachlich 
dieser Forderung entspricht. 


VY. Zusammenfassung 


1. Nocardia petroleophila wachst langsam aber stetig auf rein minera- 
lischen Nahrlésungen im Kontakt mit der Laborluft. Zusatze der tiblichen 
organischen Bakterien-Nahrstoffe fordern das Wachstum nicht, sondern 
schadigen eher. 

2. Nocardia petroleophila deckt bei Wachstum auf Mineral-Nahrlésung 
den gesamten Energie- und Kohlenstoffbedarf aus der Luft. 

3. CO, ist eine der aus der Luft entnommenen C-Verbindungen. Ohne 
CO, ist kein Wachstum mdglich. 

4. Mit Hilfe der Tracertechnik konnte gezeigt werden, da CO, fest in 
die Zellsubstanz eingebaut wird. Es findet eine echte CO,-Assimilation statt. 

5. Energiequellen dieser CO,-Assimilation sind z. B. fliichtige, alipha- 
tische Kohlenwasserstoffe mit 9—14 C-Atomen, wie sie auch im Petroleum- 
dampf enthalten sind. 

6. Die Kohlenwasserstoffe werden unter O,-Aufnahme und nur geringer 
CO,-Abgabe oxydiert. 

7. Der RQ-Wert der wachstumsfordernden Kohlenwasserstoffe betragt 
etwa 0,1—0,2. Die Oxydation ist also nicht vollstandig, sondern macht 
vermutlich bei Fettsauren halt. 

8. Es bleibt zu untersuchen, ob die aus dem oxydativen Abbau der 
Kohlenwasserstoffe resultierenden organischen Stoffe assimiliert werden 
k6nnen oder nicht. 


Meinem hochverehrten Lehrer Herrn Prof. Dr. H. Encex gilt mein besonderer 
Dank fiir die Themenstellung und zahlreiche Anregungen. Die Untersuchungen 
wurden von der Deutschen Forschungsgemeinschaft unterstiitzt. 
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Uber das Verhalten einiger Mosaikviren im geimpften 
Blatt im Anschlu8 an die Impfung* 
II. Mitteilung 


Von 
ERICH KOHLER 


Mit 7 Textabbildungen 


(Eingegangen am 25.Januar 1958) 


In unserer vorausgegangenen ersten Mitteilung zu diesem Gegenstand 
(KOnLER 1957, I) wurden die Verainderungen, die die Infektiositat der 
PreBsafte geimpfter Blatter vom Zeitpunkt der Impfung an in den fol- 
genden Stunden und Tagen erfihrt, in groBen Ziigen zusammenfassend 
dargestellt. Dabei konnte gezeigt werden, da8 die Infektiositat zunachst 
absinkt, was auf die Inaktivierung von aufgeriebenem Virus (,,Impf- 
virus‘) zuriickzufiihren ist. Schon vor dem Ende dieser Inaktivierung 
oder auch spaiter kommt es dann zu einem steilen, oft unvermittelten 
Anstieg der Infektiositat, der zweifellos der Neubildung von aktivem 
Virus zuzuschreiben ist. 

Es muBte die Frage interessieren, ob die Inaktivierung des Impfvirus 
in Nichtwirten, also in Pflanzen, in denen das Virus nicht vermehrungs- 
fahig ist, gleich oder anders verlaéuft als in Wirten. Sodann waren wei- 
tere Stiitzen fiir die Auffassung beizubringen, daB die sogenannte Ek- 
lipse (= latente oder okkulte Phase) eine Folge des Umstandes ist, daB 
die ersten infektidsen Partikeln neuer Synthese erst nach einer Vor- 
bereitungszeit von mehreren Stunden vorhanden sind und daB die Ek- 
lipse nicht damit erklart werden kann, daB die von Anfang an gebildeten 
infektidsen Partikeln wegen ihrer geringen Zahl erst in einem spateren 
Zeitpunkt nachweisbar wiirden. 

Die Methodik war wieder dieselbe wie friiher. Die Infektiositat der 
PreBsafte wurde mit der Einzelherdmethode (single lesion method) an 
Testpflanzen gemessen. Mit Riicksicht auf die unlangst gemachte Fest- 
stellung (EK. KOnter u. D. KOutEr 1956), daB die Infektiosititsverdiin- 
nungskurve einer Normalverteilung entspricht, wurde zur kurvenmaBigen 
Darstellung der Versuchsergebnisse im allgemeinen ein Wahrscheinlich- 
keitsnetz verwendet, dessen Ordinatenachse nach dem GauBschen Integral 


* Mit Unterstiitzung durch die Deutsche Forschungsgemeinschaft. 
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geteilt ist. Der gefundene Wert im Zeitpunkt 0 (d. h. unmittelbar nach der 
Impfung) wurde dabei jeweils = 100 gesetzt. Auf der Abszisse wurde die 


Zeit post infectionem 
(p.i.) im logarithmischen 
MaBstab eingetragen. 


1. Verimpfung des 
X-Virus auf 
Phaseolus vulgaris 
Phaseolus vulgaris 
(Gartenbohne) ist fiir 
das X-Virus unempfang- 
lich, also ein ,,Nicht- 
wirt**. 25 junge Pflanzen 
der Sorte Konserva wur- 
den am 19. 3. 1957 an 
je 2 Primarblattern mit 
dem X-Stamm M 23 
durch Einreiben unter 
Verwendung von Kar- 
borundpuder geimpft. 
Zu jedem Termin wur- 
den Sammelsafte aus 10 
geimpften Blattern von 
verschiedenen Pflanzen 
auf je 20 Blatter von 
Gomphrena globosa als 
Testpflanze verimpft. 
Das Ergebnis ist in 
Tab. 1 zusammengefaBt. 

Auf Abb. 1 (liegende 
Kreuze)sind die Prozent- 
werte in das Wahrschein- 
lichkeitsnetz eingetra- 
gen. Sie liegen auf einer 
Kurve, deren Fortset- 
zung die 0,02 Prozent- 
Linie etwa bei 50 Std 
schneiden wiirde. Nach 
dieser Zeit hatte die In- 
aktivierung von Impf- 
virus also ungefahr ihr 
Ende erreicht. 


Tabelle 1. Anzahl Hinzelherde je Blatt 


Stunden p. i. 0 4 8 12 24 
ee IL 
24 11 6 v3 1 
22 8 6 1 1 
13 af 4 1 1 
13 6 4 1 0 
13 6 4 1 0 
12 6 3} i 0) 
12 5 3 1 0 
12 5 2 0 0 
10 4 2 0 0 
10 4 2 0 0 
9 3 2 0 0 
9 3 2, 0 0 
9 3 1 0 0 
9 3 1 0 0 
8 3 1 0) 0 
8 iz, 1 0 0 
7 2 1 0 0 
5 1 0 0 0 
2 1 0 0 0 
2 0 0 0 0 
Summen . .| 209 83 45 Gaels S 
Prozente . .| 100 | 39,7 | 21,5 | 3,8 | 14 
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Abb. 1. Infektiosititskurve des X-Virus auf Phaseolus vulgaris 
(zwei Versuche, x und +) und dem Kar toffelstamm A 6(0) 
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Ein zweiter ahnlicher Versuch zur Erginzung und Bestatigung des 
vorhergehenden wurde am 19. 6. 1957 angesetzt. An je 10 Testblattern 
wurden folgende Einzelherd-Zahlen festgestellt : 


Stunden p.i. . . 
Anzahl Herde 


In Prozenten . . 


Die diesbeziigliche Kurve, von der nur der untere Teil gezeichnet ist, 
(Abb. 1, aufrechte Kreuze), erreicht die Abszisse zwischen der 40. u. 
50. Std, also wenig friiher als im vorhergehenden Versuch. Ob dieser ge- 
ringe Unterschied darauf beruht, daB die Viruskonzentration der Ino- 
kulate im zweiten Versuch niedriger oder darauf, dab die Temperatur 
hGéher war als im ersten, 1aBt sich nicht entscheiden. 

In einem 3. Versuch (22.1.1957) wurden die eingeriebenen Blatter 
nach der Impfeinreibung teils an der Pflanze belassen, teils im Kiuhl- 
schrank bei 2°C in feuchten Schalen aufbewahrt. Die Safte wurden 0, 
24,48 u. 72 Std p. i. mit nachstehendem Ergebnis (Nullzeitwert = 100) 
getestet. 


| Infektionsprozente 
Stunden, Palas ees | 0 24 | 48 | 72 
an der Pflanze ... . | 100 | 6,5 0 0 
re pe {Qe ner es [ee ek eee 


Ks bestatigt sich, daB an der Gewachshauspflanze nach 48 Std alles 
Impfvirus inaktiviert ist; ferner zeigt sich, daB der Verlauf bei 2° viel 
langsamer ist, so daB nach 72 Std noch 13% des Anfangsgehalts vor- 
handen sind. 


2. Verimpfung des X-Virus auf den Kartoffelstamm A 6 


Der Kartoffelstamm A 6 ist fiir das X-Virus hochanfallig. In einem 
am 16. 4. 1957 ausgefiihrten Versuch mit dem X-Stamm M 23 wurden 
folgende Prozentwerte erhalten: 


Stunden p.i. . . 


Prozente. .*. « 


Im Wahrscheinlichkeitsnetz (Abb. 1, Kreise) folgen diese Werte recht 
befriedigend der bei Phaseolus (Versuch 1) gewonnenen Kurve. Nach 
24 Std tritt noch keine Abweichung nach oben auf, die den Eintritt der 
Virusvermehrung anzeigen wiirde. Wir diirfen folgern 1.,daB die Inakti- 
vierung des Impfvirus in Nichtwirten (Phaseolus) derselben Gesetz- 
mabigkeit folgt wie in Wirten, und 2.,da8 es unwahrscheinlich ist, daB 
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in dem anfalligen Wirt A 6 eine Vermehrung von aktivem X-Virus bis 
zur 24. Std stattgefunden hat. 

Nach einem fritheren Versuch (12. 3. 1953) an A 6, gleichfalls mit dem 
X-Stamm M 23, war die Eklipse auf nur 6 Std Dauer geschatzt worden 
(vgl. 1957, I). Auch wenn diese Schatzung um einige Stunden zu niedrig 
gewesen sein sollte, so zeigt sich doch von neuem, da8 die Eklipsen- 
dauer auch bei derselben Wirt-Virus-Kombination sehr betrichtlichen 
Schwankungen unterwor- 
fen sein kann. gaa 


3. Verimpfung des 
Tabakmosaikvirus(T MV) 
auf Phaseolus vulgaris 


Die von uns verwendete 
Sorte Konserva gehért zu 
den Sorten der Garten- 
bohne, deren Blatter auf 
die Impfung mit dem 
TMV nicht mit der Bil- 
dung von Einzelherden 
reagieren. Da trotzdem 
eine wenn auch nur 
vorubergehende Virusver- 
mehrung stattfindet und ,,, 
die Sorte als resistente 47 Te es Bet Mand CFD 
Wirtspflanze des TMV an- . Abb. 2. Infektiositatskurve des Tabakmosaikvirus auf Phaseolus 
zusehen ist, lassen die vulgaris (zwei Versuche, < und o) 
beiden nunmehr mitzu- 
teilenden Versuche erkennen. Von ihnen wurde der eine (vom 5. 7. 1957) 
auf Nicotiana glutinosa (Abb. 2, Kreuze), der andere (vom 23. 8. 1957) 
auf Solanum demissum (Abb. 2, Ringe) getestet. Man sieht, dafs beim 
ersten Versuch ein erstes Minimum (bei 10%) nach 24, beim anderen 
nach 32 Std erreicht wird. Danach weichen die Werte bei beiden 
Versuchen voriibergehend nach oben ab. Nach 56 Std liegt das 
Niveau in beiden Versuchen wieder bei 10%. Nur der Versuch vom 
23. 8. 1957 ist iiber diesen Zeitpunkt weitergefiihrt, seine Kurve erreicht 
nach 80 Std die Nullinie. Ein Vergleich mit dem X-Virus auf derselben 
Sorte (Abb.1) zeigt erstens einen langsameren Verlauf der Anfangs- 
inaktivierung beim TMV, und zweitens lassen die Abweichungen nach der 
24.Std auf die nunmehr eingetretene Neubildung von aktivem TMV 
schlieBen. Infolge einer Gegenreaktion (Abwehrreaktion) des Wirtes 
wird diese Virusvermehrung jedoch friihzeitig abgestoppt und dariiber 
hinaus wird das neu entstandene Virus in den Infektionsherden 


Ss 


Summenhautigkertsprozente 
N 
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2004 32 485610 80 
Stunden pz. 
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inaktiviert. Ein ahnliches Verhalten wird unten auf Nicotiana glutinosa 
festgestellt. 
4. Verimpfung des X-Virus auf Datura stramonium 
Das Ergebnis unserer drei diesbeziiglichen Versuche (v. 27. 3. 1957, 
liegende Kreuze; v. 17. 9. 1957, Kreise; v. 22.10. 1957, aufrechte Kreuze) 
ist in Abb. 3 dargestellt. Zur Testung diente Gomphrena globosa. Bis zur 
20. Stunde ist das Impfvirus 
auf 3—4% seines Anfangs- 
gehalts zuriickgegangen. Von 
der 24. Std an macht sich ein 
rapides Anschwellen der In- 
fektiositaét bemerkbar. Offen- 
sichtlich beginnt die Neu- 
bildung von infektivem Virus 
schlagartig zwischen der 20. 
u. 24. Std. Der gegen Abb. 1 
u. 2 etwas veranderte (kon- 
kave) Verlauf der Kurve 
1aBt auf die Mitwirkung eines 
besonderen Faktors_ schlie- 
Ben, der vielleicht in dem 
Umstand zu suchen ist, da 
der Saft von Datura stramo- 
a7 5 7352 34 68 BEHABE nium bei Verimpfung zu 
undenp.z- 4 
Gomphrena globosa eine wenn 
auch geringe Hemmwirkung 
austibt (KOHLER 1957, IT). 
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Abb. 3. Infektiositiitskurve des X-Virus 
auf Datura stramonium (drei Versuche o, x und +) 


5. Verimpfung des X-Virus auf den US-Stimling 41956 

Auf dem fiir X-immun angesehenen Kartoffel-Saémling 41956 verhalt 
sich das eingeriebene X-Virus tatsichlich wie auf einem ,,Nichtwirt“, 
wie aus den nunmehr zu schildernden Versuchen hervorgeht. In dem 
Versuch vom 11. 9. 1956 wurden vergleichbare, eingeriebene Blatteile 
teils bei 2° im Kalteraum (in feuchter Schale) aufbewahrt, teils im Ge- 
wachshaus an der Pflanze belassen. Die Testung der Safte erfolgte 0, 
24, 48 u. 72 Std p.i. Das Ergebnis ist in Abb. 4 dargestellt (Ringe). 
Bei 2° (obere Kurve) erfolgt die Inaktivierung sehr viel langsamer als 
im Gewiichshaus (mittlere Kurve). 50% Inaktivierung sind bei 2° erst 
nach 48 Std erreicht, im Gewachshaus dagegen schon nach 6 Std. Nach 
24 Std sind im Gewiichshaus noch 4—5% des Anfangsgehalts vorhanden. 

In einem zweiten Versuch (12. 6. 1957) verlief die Inaktivierung an 
der Gewiichshauspflanze, vermutlich infolge der héheren Temperatur, 
noch bedeutend schneller (Abb. 4, Kreuze); nach 24 Std war der Virus- 
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gehalt hier auf 0,3°% gefallen. Bei einem dritten Versuch (4. 6. 1957) 
waren nach 24 Std sogar nur noch 0,04% des Anfangsgehalts vorhanden. 

Nach dem Ergebnis des Versuchs vom 11. 9. 1956 muB es als 
ausgeschlossen gelten, daB in dem Samling bis zur 72. Std eine Ver- 
mehrung von aktivem Virus stattgefunden hat. Dies hatte sich, ahnlich 
wie beim TMV an Phaseolus, auf der Kurve abzeichnen miissen 
(vgl. hierzu K6utER 1957, ITI). 
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Abb. 4. Infektiosititskurve des X-Virus auf dem USA-Kartoffelsimling 41956 
(Parallelversuch o und zweiter Versuch +) 


6. Verimpfung des Tabakmosaikvirus auf Nicotiana glutinosa 

Die Frage des Verhaltens des TMV auf Nicotiana glutinosa, die wir 
in unserer vorangegangenen Mitteilung angeschnitten hatten, wurde 
von neuem experimentell angegangen. Bei unserem Versuch von 1944 
mit Anfangsdatum vom 8. September (mitgeteilt KOHLER 1947) waren 
die Werte des 3. Tages p. i. sehr stark vom allgemeinen Kurvenverlauf 
abgewichen; es war an diesem Tage ein auffalliges Maximum aufgetreten. 
Da in dem einige Wochen vorhergegangenen analogen Versuch (vom 
21.8. 1944) eine solche Abweichung nicht eingetreten war, war vermutet 
worden, da® sie auf einem Versuchsfehler beruhte. Um hieriiber vollige 
Klarheit zu bekommen, wurden mit Anfangsdaten vom 9. September 
1955 und 16. September 1957 neue entsprechende Versuche ausgefiihrt. 


Der Versuch vom 6. September 1955 
sei zunachst beschrieben. Grob filtrierter, mit Wasser ! al verdiinnter 
TMV-Rohsaft aus Samsuntabak wurde auf 32 vorbereitete, médglichst 
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gleiche N. glutinosa-Pflanzen an 2 Blattern mit Karborundpuder ver- 
impft. Zu jedem Abimpfungstermin wurden Sammelsafte durch Aus- 
pressen von 8 Blatthalften von 4 verschiedenen Pflanzen gewonnen. 
Diese wurden jeweils termingerecht auf 6 Datura stramoniwm-Pflanzen 
(ohne Karborund) verimpft. Uber das Ergebnis unterrichtet Tab. 2. 


Tabelle 2. Anzahl Einzelherde auf 6 Testpflanzen (je 2 Blitter) 


Stunden p. i. 0 23 31 47 55 71 79 95 

41 62 30 18 45 51 | 36 | 41 

33 60 | 26 18 38 4g | 32 | 24 

S251 jAA0 wa pied 15 ot Al Wri D1 heed 

31 34 16 13° t)aeed 16.416 plate 

28 ie esi 12 13 14 | 14 | 10 

Se ae 10 eS ieee 10 | 13 7 

Mittel .. | 31,5 | 42,3 | 19,5 | 140 | 26,1 | 30,5. | 21,8 | 19,5 


Der Verlauf der Infektiositét ist auf Abb.5, Kurvei, im Vergleich 
zu anderen Versuchen dargestellt, von denen zunachst der 


Versuch vom 16. September 1957 
geschildert sei. 

Als Testpflanze diente Solanum demissum (Endfiedern); auBerdem 
wurde von der 31. Std p. i. ab eine Paralleltestung auf Datura stramo- 
nium (je 7 Pflanzen an 2 Blattern) ausgefiihrt. Zum Unterschied vom 
vorher beschriebenen Versuch wurden die Testimpfungen nicht an den 
einzelnen Terminen selbst vorgenommen, sondern die Versuchsblatter 
wurden zu jedem Termin abgeschnitten und in feuchten Schalen bei 4° 


Tabelle 3. Anzahl Hinzelherde je Blattfieder von Solanum demissum 


Stunden p. i. 
Blatt-Nr. 

0 7 24 31 48 55 72 79 96 

1 7 8 22 13 “i 15 12 13 16 

2 6 8 9 6 12 14 12 22 9 

3 4 3) 8 4 fl 11 (?) 15 8 

4 3 4 2 3 4 10 22 13 17 

5 6 6 10 4 Oe ie be 18 13) Atte eh 

6 8 4 25 8 8 8 17 10 8 

7 5 9 13 8 10 8 11 12 12 

8 3 5 7 5 9 8 11 9 11 

9 13 5 5 4 7 6 19 15 15 

10 14 6 11 13 14 5 13 15 6 
11 10 vf 10 2 2 23 19 (?) 20 
12 3 5 8 6 9 14 6 10 16 
Mittel):.. -. | 6,8 1,8 | 10,8 6,3 7,9 TIL 14.5 Wilsesieiiers: 
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aufbewahrt; die Verimpfung der Sammelsiifte erfolgte dann gleichzeitig 
am. letzten Termin. Durch das Verbringen der Blatter in die Kalte wurde 
zwar die Virusvermehrung abgebrochen, nicht jedoch die Inaktivierung 


des Impfvirus!. Das Ergebnis der Testung auf S. demisswm ist in Tab. 3 
niedergelegt. 


Relative Intektiositat 


+ 
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Abb. 5. Tabakmosaikvirus. Infektiosititsverlauf auf Nicotiana glutinosa. Mehrere Versuche 


In Abb. 5 findet man die 10fachen Mittelwerte als Kurve 2 darge- 
stellt. 

Die Paralleltestung auf Datura stramonium hatte das in Tab. 4 dar- 
gestellte Ergebnis. 

Den gefundenen Werten entspricht Kurve 3 von Abb. 5. 


Tabelle 4 
Anzahl Einzelherde an Datura stramonium je ein dlteres Blatt von 7 Pflanzen 


mT 


Stunden p. i. 
31 48 55 72 79 96 
ce eS ee eee 
10 9 19 22 26 11 
7h 9 ils} P| 21 9 
5 6 14 14 12 9 
5 6 14 13 10 8 
3 5 9 12 9 Tf 
3 4 9 12 9 5 
2 2 5 9 8 5 
Summen .. Bo 4] 85 103 95 54 


1 Kine zum Nulltermin vorgenommene Kontrolltestung ergab 154 Hinzelherde 
auf 12 Blattern. Nach 96 Std Aufbewahrung der N. glutinosa-Blatter bei 4° ergab 
die Vergleichstestung nur noch 68 Hinzelherde. 
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Die Mittelwerte unseres alten Versuchs vom 8. September 1944 sind 
in Abb. 5 (aufrechte Kreuze) als Kurve 4 eingetragen. 

Der Vergleich der Kurven 1—4 1aBt die folgenden deutlichen 
Ubereinstimmungen erkennen. Hin tiefes Minimum der Infektiositat be- 
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Abb. 6. Infektiositiitskurve des 

Tabakmosaikvirus auf Nicotiana 

glutinosa (drei Versuche). Zeit- 

abschnitt nach der 40. Stunde p.i. 


findet sich zwischen der 30. u. 48. Std. Es 
folgt ein steter Anstieg bis zu einem Maximum, 
das in der 71. bzw. 72. Std erreicht ist. Auf 
dieses Maximum folgt ein ununterbrochener 
Abstieg. Auffallig uneinheitlich ist dagegen 
das Bild des Anfangsverlaufs; ein zweifelloser 
Abstieg (Inaktivierung von Impfvirus) zeich- 
net sich tibereinstimmend erst nach der 
24. Std ab. Welche spezifischen Faktoren 
die Infektiositaét bis zur 24. Std bestimmen, 
ist unklar. Daf der Inaktivierungsverlauf auf 
N. glutinosa auch ,normal“ sein kann, zeigt 
unser letzter Versuch (v. 3. 10. 1957); wir 
begniigen uns, das diesbeziigliche Ergebnis 
als Kurve 5 (Abb. 5, Dreiecke) einzuzeichnen, 
wo der Wert fiir die Nullzeit = 100 ge- 
setzt ist. 

Auf das Sichtbarwerden der Infektions- 
herde an den geimpften NV. glutinosa-Blattern 
wurde im Versuch v. 16. 9. 1957 genau ge- 
achtet. Es fiel in die 45. Std p.i. (Pfeil in 
Abb. 5). Bemerkenswert ist, daB die Infek- 
tiositat nach diesem Zeitpunkt noch ansteigt, 
was nicht sein kénnte, wenn Virusneubildung 
und -inaktivierung sich von nun an die Waage 
halten wiirden. Immerhin zeichnet sich eine 
Verzégerung im Infektionsanstieg ab; nach 
Erreichung des Maximums bleibt die Virus- 
neubildung hinter der fortschreitenden In- 
aktiviernug, die als Abwehrreaktion aufzu- 
fassen ist, mehr und mehr zuriick. 


Die gute, im Anschlu8 an die Infektiositatsdepression bestehende 
Ubereinstimmung der Versuche kommt auch bei Eintragung in das 
Wahrscheinlichkeitsnetz (Abb.6) zum Ausdruck. Hier sind die in der 
71. bzw. 72. Std erreichten Maximalwerte = 100 gesetzt. Die umge- 
rechneten Werte des Versuchs vom 8. 9. 1944 sind als Dreiecke, die 
des Versuchs vom 6. 9. 1955 als Kreuze eingetragen. Die Werte des 
Versuchs vom 16. 9. 1957 (Ringe) stellen die Mittelwerte aus den beiden 
Paralleltestungen vor. Einem steilen, geradlinigen Anstieg zwischen der 
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40. u. 72. Std entspricht ein anfangs ebenso rascher, spater langsamerer 
Abstieg. 

Die oben aufgeworfene Frage diirfte durch die drei Septemberversuche 
endgiiltig dahin entschieden sein, da& der Infektiositatsverlauf bei 
méBigen Versuchstemperaturen durch ein ziemlich hohes Maximum um 
die 72. Std gekennzeichnet ist. Durch hdhere Versuchstemperaturen, wie 
im Augustversuch 1944, wird 
offenbar die Abwehrreaktion — yyy 
derartig verstirkt, daB das 3” 
Maximum verschwindet (vgl. 
KOHLER 1947, sowie 1957, I)!. 


700 


7. Verimpfung des Kartoffel- 50 
A-Virus auf den Samsuntabak 


Am 25.9. 1957 wurden 45 
mittelgroBe Pflanzen des Sam- 
suntabaks an zwei ausge- 
wachsenen Blittern mit A- 
Virus (Rohsaft, unverdiimnt) 
nach Bestreuen mit Karbo- 
rundpuder wie tiblich geimpft. 
Nach bestimmten Zeitinter- 
vallen wurden die Sammelsiafte 
aus je 10 Blattern zum Null- 
termin auf 20 (0, und 0,), zu 
allen tibrigen Terminen auf je 
10 Endfiedern von Solanum y 
demissum als Testpflanze ver- fradath Ghsiyy ite a ry, % a Fly 
5 unden p.z, 
impft (Tab. 5). Abb. 7. Infektiositiitskurve des A-Virus (0) und des 

Man stellt fest, da schon Bukettvirus (x ) auf dem Samsuntabak 
11/, Std p.i. kein aktives Virus 
mehr nachzuweisen war. Auch nach 24 Std war dies noch nicht der Fall. 
Erst in der 32. Std machte sich die Neubildung von aktivem Virus 
bemerkbar. Auf Abb.7 sind die Werte in das einfach-log. Netz eingetragen 
(Kreise), die eingezeichnete Linie entspricht einer Exponentialkurve. Die 
Dauer der Eklipse ist mit etwas mehr als 24 Std anzunehmen. 


S 


oN 


Relative SInfestios/tat 


1%u allen Versuchen wurde der Stamm S verwendet. Wahrend der Druck- 
legung wurde mir die Arbeit von J. Rappaport u. S. G. WinpMAN ,,A kinetic 
study of local lesion growth on Nicotiana glutinosa resulting from tobacco mosaic 
virus infection“, Virology 4, 265—274 (1957) bekannt. Die dort mitgeteilten Be- 
funde an drei verschiedenen TMV-Stammen lassen darauf schlieBen, daB von diesen 
nur der Stamm U8 einer ahnlichen inaktivierenden Gegenwirkung von seiten des 
Wirts unterworfen war wie unser Stamm 8, nicht jedoch die beiden anderen 


Stamme U1 und U2. 
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Tabelle5. Anzahl Hinzelherde je Blatt 


a 
Stunden p. i. 0; Os 1,5 4 8 24 32 48 56 
a 
2 4 0 0 0 0 3 2 7 
2 2 0 0 0 0 1 2 7 
Lawl 1 0 0 0 0 1 1 5 
1 1 0 0 0 0 0 1 4 
1 1 0 0 0 0 0 1 4 
1 1 0 0 0 0 0 1 2 
0 0 0 0 0 0 0 uf 2 
0 0 0 0 0 0 0 0 1 
0 0 0 0 0 0 0 0 1 
0 0) Ooo 0 0 0 0 1 
M=9 0 0 0 0 5 9 | 34 


8. Verimpfung des Kartoffel-Bukettvirus (Tabak Ringspot-Gruppe) auf 
den Samsuntabak 


Am 23. 3.1957 wurden 36 mittelgroBe Pflanzen des Samsuntabaks 
an je 2 ausgewachsenen Blattern mit dem Stamm H des Bukettvirus 
nach Bestreuen mit Karborundpuder geimpft. Vom 0. bis 5. Tag wurden 
je 6 Blatter abgeschnitten und im Kihlschrank in feuchten Glasschalen 
gelagert. Am letzten Termin wurden die Sammelsafte auf die beiden 
Keimblatter von gleichgroBen Gurkensdmlingen (Sorte DelikateB) un- 
ter Anwendung von Karborundpuder verimpft, und zwar jedesmal zu 
8 Pflanzen. Das Ergebnis ist summarisch in Abb. 7 (Kreuze) mitgeteilt. 
Das Impfvirus war im Laufe der 5 Versuchstage bis unter die Grenze 
der Nachweisbarkeit inaktiviert worden. Nach 24 Std hatte die Neu- 
bildung von Virus noch nicht begonnen, einen Tag spater war sie leb- 
haft im Gang und nach 4 Tagen war das Maximum erreicht. Die Eklipse 
hatte schatzungsweise eine Dauer von etwas mehr als 24 Std (wie beim 
A-Virus). 

Zusammenfassung 


Das Verhalten von Virus in Blattern von empfanglichen und un- 
empfanglichen Pflanzen (,,Wirten‘’ und ,,Nichtwirten‘‘) wurde im An- 
schluB an die Impfeinreibung untersucht. Dabei ergab sich folgendes: 

Die Inaktivierung des eingeriebenen Virus (,,Impfvirus‘‘) folgt in Wir- 
ten und Nichtwirten augenscheinlich derselben GesetzmaBigkeit. Dies 
ergab sich beim X-Virus bei dem Vergleich der Nichtwirte Phaseolus 
vulgaris und Kartoffel-US-Saémling 41956 mit dem hochempfanglichen 
Kartoffelstamm.A6; die im Wahrscheinlichkeitsnetz dargestellte In- 
aktivierungskurve hat jedesmal denselben Charakter (Abb. 1 u. 4). Die 


Temperaturabhangigkeit der Inaktivierungskurve wurde am X-Virus 
dargetan (u. a. Abb. 4), 
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Beim Tabakmosaikvirus wurde auf Phaseolus vulgaris, Sorte Konserva, 
nach einer Eklipse von etwa 24 Std eine voriibergehende Neubildung 
von aktivem Virus festgestellt (Abb. 2). 80 Std nach der Inoculation 
war auch das neuentstandene Virus inaktiviert. Eine solche Inaktivie- 
rung von TM-Virus neuer Synthese war friiher schon auf Nicotiana 
glutinosa nachgewiesen worden (KOHLER 1947). Offenbar handelt es sich 
in beiden Fallen um einen wesensgleichen Vorgang, namlich eine aktive 
Gegenwirkung des Wirtes, die als Abwehrreaktion aufzufassen ist. 

Neue Versuche an Nicotiana glutinosa werden mitgeteilt. An drei, 
jedesmal im September (1944, 1955, 1957) bei m&Bigen Temperaturen 
ausgefilhrten Versuchen wird dargetan (Abb. 5 u. 6), da® die Infektio- 
sitaét zwischen der 30. u. 48. Std ein Minimum erreicht, worauf ein An- 
stieg folgt, der um die 72. Std ein Maximum erreicht. Danach folgt eine 
allmahliche Inaktivierung des neugebildeten Virus. In einem friher 
ausgefiihrten Versuch (August 1944) war das Maximum nicht erschienen, 
vermutlich infolge einer durch die damaligen hohen Gewachshaustempe- 


_raturen verstairkten Abwehrreaktion. — Noch undurchsichtig ist der 
Infektiositatsverlauf bis zur 30. Std; hier waren die Befunde sehr wider- 
spruchsvoll. 


Nach dem Verlauf der Infektiositatskurven im Wahrscheinlichkeits- 
netz muB es als sehr unwahrscheinlich angesehen werden, da wahrend 
der Eklipse aktives Virus neuer Synthese auftritt. 

Die ungefahre Eklipsendauer betrug in den mitgeteilten Versuchen: 


Virus Wirtspflanze Stunden 
X-Virus ‘ Datura stramonium 20 
X-Virus Kartoffelstamm <A 6 24. 
A-Virus Samsuntabak 26 
Bukettvirus Samsuntabak 26 
Tabakmosaikvirus Phaseolus vulgaris 24 
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(Aus der Staatlichen Anstalt fiir Experimentelle Therapie »,Paul-Ehrlich-Institut™, 
Frankfurt am Main, und dem Institut fiir Mikrobiologie der Universitat, 
Frankfurt am Main) 


Biochemische Untersuchungen tiber den Bau 
von Spirochaten* 


Von 
G. SIEFERT 


Mit 3 Textabbildungen 


(Eingegangen am 30. Januar 1958) 


Die Spirochdten sind eine wenig untersuchte Gruppe der Mikro- 
organismen. Dies hangt vor allem mit der zum Teil sehr schwierigen oder 
gar nicht méglichen in vitro-Kultivierung zusammen. Erst in den letzten 
Jahren, besonders seit der Einfiihrung des Elektronenmikroskops, haben 
verschiedene Autoren den morphologischen Bau der Spirochaten studiert 
(GREIFELT 1955; Swarn 1955; CzEKALOWSKI u. Eaves 1955; SCHMEROLD 
1954; GANGEL u. THEMANN 1956 sowie andere). 

Alle diese Arbeiten zeigten, daB die Spirochaten nicht nur einfache, 
ungegliederte Plasmaspiralen darstellen, wie bislang angenommen wor- 
den war, sondern da sich in ihrem morphologischen Aufbau verschiedene 
Komponenten unterscheiden lassen. Bei T'reponema pallidum und 
Borrelien findet man einen dicken plasmatischen Hauptstrang, der die 
fiir die Spirochiéten charakteristische schraubige Struktur besitzt. Um 
diesen Hauptstrang windet sich, ebenfalls schraubig, ein weiterer 
Strang, der in sich aus mehreren Einzelfibrillen besteht. Durch das 
AufreiBen dieses Fibrillenbiindels bei einer Praparation kann eine peri- 
triche oder lophotriche Begeifelung vorgetiiuscht werden, je nachdem, 
wo die Bruchstelle im Fibrillenbiindel erfolgt ist. Bei Treponema pallidum 
besteht das Fibrillenbiindel aus 4 Einzelfibrillen, bei Borrelien dagegen 
sind bis zu 18 nachgewiesen worden. Den Leptospiren fehlt in ihrem 
morphologischen Aufbau dieses Fibrillenbiindel. Dagegen besitzen sie 
einen geraden Axialstab, um den sich spiralig der dickere plasmatische 
Hauptstrang windet. Swarn bezeichnet diesen Strang als ,,cytoplasma- 
tischen Cylinder‘. 

Man kann die Spirochitenzellen durch Enzyme (z. B. Trypsin oder 
Pepsin) in die geschilderten Komponenten aufspalten. Dabei wird zuerst 
das Cytoplasma enzymatisch hydrolysiert und die Axialstiibe (der 


* Gekiirzte Form der Dissertation bei der Naturwissenschaftlichen Fakultat der 
Universitat Frankfurt a. M., 1957. 
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Leptospiren) bzw. die Fibrillenbiindel (der Treponemen und Borrelien) 
bleiben ibrig. 

In der folgenden Untersuchung wird die chemische Zusammensetzung 
verschiedener Spirochaéten miteinander verglichen und dabei auch die 
beiden erwahnten Zellkomponenten in bezug auf ihre Bausteinzusam- 
mensetzung analysiert. 


Material und Methoden 


Folgende Spirochaten wurden untersucht: 


1. Leptospira biflexa (Stamm Holland). Die Kultivierung erfolgte in der Kort- 
hoff-Nahrlésung (Zusammensetzung vgl. Rimpav). Die Kulturen wurden bei 
Zimmertemperatur bebriitet. Nach 15 Tagen hatten sie das Wachstumsmaximum 
erreicht. Die Spirochaéten wurden abzentrifugiert (6000 U/min; 2 Std), gewaschen 
und im Vakuumexsiccator getrocknet. 


2. Reiterspirochdten. Kultivierung in der Nahrlésung nach Kroo u. ScHuLtTzE 
(1928). Nachdem das Wachstumsmaximum erreicht war, wurde die Lésung iiber 
den Organstiickchen abgegossen und fraktioniert zentrifugiert. Bei 1000 U/min 
wurden nach 5 min die groben Verunreinigungen als Sediment niedergeschlagen. 
Der Uberstand mit den Spirochiten wurde dann weitere 10 min bei 6000 U/min 
zentrifugiert, wobei die Zellen als Sediment niedergeschlagen wurden. Das Spiro- 
chatensediment wurde 3mal mit physiologischer Kochsalzlésung gewaschen und 
anschlieBend getrocknet. 


3. Treponema pallidum (Stamm Nichols). Diese Spirochiten kénnen nur im 
lebenden Kaninchenhoden kultiviert werden, da bis heute eine in vitro-Kultur nicht 
gelungen ist. Die Technik der Uberimpfung und Weiterziichtung wurde nach 
UsLENHUTH (1914) oder Metnicke (1955) ausgefiihrt. 


Die Bausteinanalyse der Spirochdaten gliederte sich in: 


1. Aufschlu8B. Dabei wurden die freien, in Alkohol-Wasser léslichen K6rper- 
stoffe zuerst extrahiert, vor allem die freien Aminosaiuren, da diese das Ergebnis 
einer HiweiBanalyse verfalschen kénnen. Diese Extraktion wurde nach der Methode 
von STEWARD et al. ausgefiihrt. 

Fiir die qualitative und quantitative Bestimmung der proteingebundenen 
Aminosauren wurde zuerst eine saure Hydrolyse bei 110° C durchgefiihrt (nach 
FiscHer u. DORFEL 1953). 

Zur Extraktion der Nucleinsiuren (RNS und DNS) wurde die Methode von 
Scumipt u. THANNHAUSER (vgl. E. CHarGarr 1955) verwendet. Sie beruht darauf, 
daB nach Abtrennung der Lipoide und siureléslichen Komponenten die Nuclein- 
siuren durch Alkali extrahiert werden. Aus diesem Extrakt wird dann die DNS 
durch Ansiauerung ausgefallt, in Lésung bleibt die RNS. Durch dieses unter- 
schiedliche Verhalten gegeniiber einer Ansduerung kénnen die Nucleinséuren 
quantitativ getrennt und bestimmt werden. An Stelle von 5% iger Trichloressigsdure 
wurde bei der Ansiuerung 5%ige Perchlorséure als Fallungsmittel verwendet. 
Dadurch wird erméglicht, die in der Perchlorsaure gelésten Nucleinséuren direkt 
spektrometrisch zu bestimmen, da 5% ige Perchlorséure im UV-Bereich zwischen 
2400—2700 A keine Eigenabsorption aufweist. 

Enzymatische Zerlegung der Spirochaiten durch Trypsin: Fir die Auf. 
spaltung der Spirochaten in die beiden erwahnten Bauteile wurde die Methode, wie 
sie SWAIN (1955) und CzpKaLowskr (1955) fiir die elektronenoptische Praparation 
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angewandt haben, tibernommen. Dabei wird zuerst das Cytoplasma der Spiro- 
chatenkorper aufgelést. Die Axialstabe der Leptospiren bzw. die Fibrillenbiindel 
der Treponemen und Borrelien sind gegen eine Enzymeinwirkung widerstands- 
fihiger. Sie werden erst nach einiger Zeit durch das Trypsin merklich angegriffen. 

Zu 100 mg getrockneter Spirochéten wurden 25 ml einer 5% igen Trypsinlosung 
in n/100 NaOH gegeben. Die Suspension wurde unter gelegentlichem Schiitteln bei 
37° C im Wasserbad gehalten. In Abstanden von 5 min wurden jeweils 2 Proben 
entnommen (zu je 0,3 ml), in Rohrchen abgefiillt und im kochenden Wasserbad kurz 
inaktiviert. Dann wurde die erste Probe mit 3 ml n/100 NaOH verdiinnt, 5 min 
bei 2000 U/min zentrifugiert und die Extinktion des Uberstandes im Beckman- 
Spektrometer im UV-Bereich zwischen 2400—2900 A gegen eine 0,5%ige Trypsin- 
losung in n/100 NaOH gemessen. 

In der zweiten Probe wurden die Aminosaéuren mittels Papierelektrophorese 
in 4 Fraktionen: Asparaginsiure, Glutaminsiure, neutrale Aminosdéuren und 
basische Aminosaéuren bestimmt. 


2. Trennung der Bausteine. Nach dem AufschluB muBten die Aminosauren 
zur Identifikation weiter getrennt werden. Fiir die qualitative Erkennung der 
Aminosauren diente die 2dimensionale Papierchromatographie (Ausfiihrung siehe 
CRAMER 1954). Es wurden die beiden von Botssonas angegebenen Lésungsmittel- 
paare verwendet: 


I. Tert. Butanol-Methylathylketon-Wasser (2:2:1), 
II. Tert. Butanol-Methanol-Wasser (4:5:1) und 

I. Phenol (wassergesattigt), 

IJ. n-Butanol-Hisessig-Wasser (4:1:5). 


Zur quantitativen Bestimmung der Aminosduren wurde die eindimensionale 
Papierchromatographie verwendet; denn nur auf solehen Papierchromatogrammen 
ist es méglich, Testmischungen genau bekannter Zusammensetzung auf demselben 
Streifen unter genau gleichen Bedingungen mitwandern zu lassen. Die Ausfiithrung 
der Methode erfolgte nach Angaben von FIscHER u. DORFEL (1953). 

Auch Papierelektrophorese in Kombination mit der eindimensionalen Papier- 
chromatographie wurde verwendet. Man kann damit EiweiBhydrolysate in ver- 
schiedene Fraktionen — abhingig vom verwendeten Puffer — auftrennen. 

Die Elektrophorese wurde nach der Methode von GRrassMANN u. HANNTG (1953) 
durchgefithrt, jedoch an Stelle der ,,Elphor V‘* Apparatur eine Elektrophorese- 
Kammer der Firma Netheler u. Hinz! verwendet. Der Puffer (py 3,9) setzte sich 
wie folgt zusammen: 100 ml Eisessig, 30 ml Pyridin und 5000 ml Aqua dest. Durch 
diesen Puffer lieBen sich auf Whatman Nr. 1 Papier bei 2,8 mA/cm Streifenbreite, 
200 Volt Hydrolysate in 4 Fraktionen, Asparaginsiure, Glutaminsiure, neutrale 
und basische Aminosiuren, auftrennen. 


3. Auswertung der Papierstreifen fiir die quantitative Aminosiure- 
bestimmung. Die getrockneten Papierchromatogramme und -elektropherogramme 
wurden durch das von BARROLLIER (1955) angegebene Ninhydrinreagens gezogen 
und 24 Std im Dunkeln bei Zimmertemperatur entwickelt. Die Farbstoffbildung auf 
den mit dem Reagens behandelten Streifen setzte bereits nach wenigen Stunden 
ein, sie erfolgte aber bei den einzelnen Aminosiiuren mit unterschiedlicher Ge- 
schwindigkeit. Anschlie8end wurden die Farbflecken der Aminosauren auf moglichst 
gleichgroBen Papierstiickchen ausgeschnitten und in je 10 ml Methanol eluiert. 
Nach etwa einer halben Stunde war der gesamte Farbstoff eluiert. Die Extinktionen 
der so erhaltenen Farbstofflésungen wurden im Beckman-Spektrometer bei einer 


* Hersteller: Fa. Netheler u. Hinz, G.m.b.H., Hamburg. 
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Wellenlange von 5100 A, dem Absorptionsmaximum der Farblosung, bestimmt. An 
Hand einer Eichkurve lassen sich dann die Ergebnisse fiir jede Aminosaure in 
Grammolekiil umrechnen. Die Empfindlichkeit der Ninhydrin-Cadmium-Reaktion 
nach BARROLLIER liegt bei 1 - 10~§ Mol Aminosaure/cm®. Da Prolin und Hydroxy- 
prolin in der Ninhydrin-Cadmium-Reaktion nur schwach gelb gefarbt werden, 
wurde fiir diese beiden Aminosduren die Isatinreaktion nach GRASSMANN u. 
v. ARNIM, modifiziert nach BaRROLLIER (1955), angewendet. Das Maximum des 


Absorptionsspektrums liegt fiir den Isatinfarbstoffkomplex bei 6000 A. Die Emp- 
findlichkeit bei 3 - 10-8’ Mol Aminosaure/cm?. 

Fiir die Identifikation der einzelnen Aminosduren auf den Papierchromato- 
grammen wurde neben der Bestimmung des R;-Wertes noch die Folinreaktion 
nach Murine (1952), modifiziert von BARROLLIER (1955), mit herangezogen. 

Der Nachweis der Hippursiure wurde nach der Methode von GarFney et al. 
durchgefiihrt. Das Prinzip dieser Methode ist die Uberfiihrung der Hippursaure in 
das orangefarbene 2-Phenyl-4-(p-dimethyl-amino)-benzal-5-oxazolon. 

Die Stickstoffbestimmungen wurden nach der Mikro-Kjeldahl-Methode durch- 
gefiihrt. 


4. Der Wassergehalt wurde bestimmt, indem eine bestimmte Menge Spiro- 
chaten im Vakuumexsiccator bis zur Gewichtskonstanz getrocknet wurde. Dabei 
wurde unter Spirochatenfrischgewicht ein von seinem Uberstand befreites Spiro- 
chatensediment verstanden, welches 1 Std bei 6000 U/min zentrifugiert worden war. 


5. Der Lipoidgehalt ergab sich als Differenz der Ein- zur Auswaage nach 
einer Athanol-Chloroform-Extraktion (KEsER). 


6. Die EiweiBmenge wurde aus der Summe der einzelnen Aminosauren 
berechnet. 


7. Die Nucleinsauren wurden nach der Methode von Scumipt u. THANN- 
HAUSER bzw. nach OauR u. Rosen (1950 vgl. E. Coarcarr 1955) bestimmt. 


Untersuchungsergebnisse 


Die Untersuchung der Bausteine der Spirochaten bestand einmal in 
der Gesamtbestimmung des Wasser- und des Lipoidgehaltes, der EiweiB- 
menge, der Aminosdurezusammensetzung des Kiweifes, in der Bestim- 
mung der beiden Nucleinséiuren (Desoxyribonucleinséure und Ribo- 
nucleinsdure) und in einer Gesamtstickstoffbestimmung nach der Mikro- 
Kjeldahl-Methode. 

In Tab.1 sind die Ergebnisse der Bestimmungen der groBeren Stoff- 
gruppen in der prozentualen Zusammensetzung bei den 3 untersuchten 
Spirochatenarten aufgefiihrt. Aus ihr geht hervor, daf nur geringfiigige 
Abweichungen in der Zusammensetzung von T'reponema pallidum, Reiter- 
spirochiiten und Leptospira biflexa bestehen. 


Quantitative Aminosdurebestimmungen 


Nach Extraktion der freien Aminosduren ergab eine qualitative und 
quantitative Aminosiurebestimmung der 3 Spirochatenhydrolysate, 
ausgefiihrt mit der angegebenen Methode und unter Beriicksichtigung 
aller auftretenden Fehler und Verluste, durch Vergleich einer mitgelau- 


fenen Testlésung, die in Tab. 2 wiedergegebene Zusammensetzung. Die 
28* 
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dort aufgefiihrten Stoffe umfassen alle an Protein gebundenen Amino- 
sauren; sie entstammen also auch den Proteidanteilen der Nucleo- und 
Lipoproteide; denn vor der Hydrolyse wurden lediglich die in Alkohol- 
Wasser léslichen K6rperstoffe extrahiert. 


Tabelle 1. Zusammensetzung der Spirochaten 
Die Nucleinsiuren und Gesamt-N wurden bei Treponema pallidum 
wegen der Schwierigkeit der Gewinnung reiner Suspensionen nicht bestimmt 


in Prozent Frischgewicht enthalten 


Leptospira Reiter- Treponema 
biflexa spirochiten pallidum 
% % % 
Wasser ea eal 82,7 86,7 81,2 
in Prozent Trockengewicht enthalten 
Dipoidessaa wa. ame 20,6 16,6 18,2 
Hiweil ere ae 67,1 69,9 67,1 
DNS :eee hirer ate 3,2 2,4 
RNS Sea oss a 6,4 5,8 
Gesamt-N  .°. .. 8,9 8,5 
sonstige Stoffe 
(Rest bis 100%) . 2,7 5,3 14,7 


Tabelle 2. Aminosdureverteilung der Spirochdtenhydrolysate 


Leptospira Reiter- 
Aminosiure biflexa spirochidten 

% % 

Glutaminsiure . . 8,5 10,2 
Asparaginsdure . . 10,2 10,6 
GYystemn a. an sae: sel i Ps | 
Leucin + Isoleucin . 7,8 10,8 
Phenylalanin . . . Dia. 2,4 
Valine pohes erat arcee 3,5 5,3 
Methionin. .... 3,0 1,5 
EUDTOOTIR arene eee 5,3 5,9 
Serinp Asia weece tae 1,6 2,0 
Glycinte. 2. eh fies 0,5 0,9 
Alanin #, geeks, Gates Spur — 
Cyatin Gar eatin 1,2 2,8 
Prolings. 2s “ct cee 1,8 — 
Hydroxyprolin. . . a 2,2 
Tyrosin Tb ase: | oe | 135 
Arginin -+- Histidin . 4,2 5,0 
Uy SI a eee ee 11,0 Ta 
UMM eeu 67,1 69,9 


Treponema 
pallidum 


67,1 


Aus Tab. 2 geht hervor, da® auBer Tryptophan, Tyroxin und zum Teil 
Alanin alle Aminosduren, die als Eiwei8bausteine bekannt sind, im 


SpirochateneiweiB vorkommen, 
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Kin Vergleich der Zusammensetzung von Leptospira biflexa, Reiter- 
spirochiten und Treponema pallidum ergibt keine wesentlichen Unter- 
schiede. Qualitative Unterschiede bestehen lediglich darin, da Reiter- 
spirochiten und Treponema pallidum gegeniiber Leptospira biflexa 
an Stelle von Prolin Hydroxyprolin besitzen. AuBerdem konnte bei 
Leptospira biflexa und Reiterspirochiten Cystein nachgewiesen werden, 
allerdings in sehr geringen Mengen, bei Treponema pallidum dagegen 
nicht. Die Ubereinstimmung der quantitativen Aminosdurezusammen- 
setzung ist zwischen Revterspirochdten und Treponema pallidum groBer 
als zwischen diesen und Leptospira biflexa. 

Dieser Befund kénnte damit zusammenhingen, daB sowohl Treponema 
pallidum als auch Reiterspirochdten morphologisch dem T'reponema-Typ 
angehoren und untereinander naéher verwandt sind als mit Leptospira 
biflexa. 


Quantitative Bestimmung der Nucleinsdéuren 


Sie wurde bei Leptospira biflexa und Reiterspirochdten durchgefihrt. 
Neben der quantitativen Gesamtbestimmung an Nucleinsaéuren inter- 
essierte vor allem das Verhaltnis Ribo- zu Desoxyribonucleinsaure. 

Wahrscheinlich ist die Nucleinsdurekonzentration in der Spirochaten- 
zelle, wie z. B. auch bei Bakterien, vom physiologischen Stadium der 
Kultur abhangig. In den Untersuchungen wurden deshalb immer 
Spirochatenkulturen verwendet, die gerade das Wachstumsmaximum 
erreicht hatten, die also im Begriff waren, in die stationare Entwick- 
lungsphase tiberzugehen. 


Tabelle 3. Nucleinsdurevertetlung in den Spirochdten 


| NS | ENG DNS See 
% % % 

Leptospira biflera . . . 9,6 6,4 3,2 1:2,05 

Reiterspirochaten 8,2 5,8 2,4 1:2,41 


In Tab. 3 ist die Nucleinsdéureverteilung bei Leptospira biflexa und 
Reiterspirochdten angegeben. Als Standardpraparate fiir die Nuclein- 
sdurebestimmung (Hichkurven) diente Ribonucleinséure aus Hefe und 
Desoxyribonucleinsdure aus Stiersperma (Hersteller Fa. Bayer, Lever- 
kusen). Die Konzentrationen der Nucleinsauren sind in Prozent angegeben. 
In ihrer Zusammensetzung hinsichtlich der Purin- und Pyrimidinbasen 
werden die Standardpraparate nicht genau mit der Zusammensetzung 
der Nucleinsiiuren der Spirochaten iibereinstimmen, da ja die Zusammen- 
setzung eines Nucleinsiéuremolekiils charakteristisch fur jeden Orga- 
nismentyp ist. Die Unterschiede in der Zusammensetzung der extra- 
hierten RNS aus Hefe bzw. DNS aus Sperma sind aber im Endeffekt 
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doch so geringfiigig, da8 Eichkurven aus Hefe-RNS und Sperma- 
DNS als Bezugswerte fiir eine RNS- und DNS-Bestimmung bei Spiro- 
chaten herangezogen werden k6nnen. 

Nach Untersuchungen von Borvin, BELOzERSKY sowie MITCHELL u. 
Move (vgl. CuarGarr 1955) liegt der Nucleinsaduregehalt bei Bakterien 
zwischen 3—26%, bezogen auf das Trockengewicht, bei Hefen unter 
10%. Das Verhaltnis der Desoxyribonucleinsadure zur Ribonucleinsaure 
entspricht bei Bakterien meist etwa 1 :2 gegeniiber 1: 13 bei Hefen. Beiallen 
diesen Mikroorganismen 
tiberwiegt die RNS gegen- 
tiber der DNS. Sicherlich 
kommen in der Zusammen- 
setzung der Nucleinsaure- 
konzentrationen Schwan- 
kungen vor. Doch entspricht 
das gefundene Verhaltnis 
der beiden Nucleinséiuren 
bei Spirochaten mehr dem 
der Bakterien als dem der 
Hefen. 


Enzymatische 
Zerlegung des Plasmas 
bei Leptospira biflexa 


) 


ui T ideal inaienid.. Alice T 
2200 2300 2400 2500 2600 2700 2800 2900 3000 100 h 


Abb. 1. Absorptionsspektren verschieden lang durch Trypsin 
hydrolysierter Leptospira biflexa. (Ordinate: Extinktion, Nach Swain (1955), 


Abszisse: Wellenlinge, CzEKALOWSKI (1955) und 

Zahlen an den Kurven: Hydrolysezeit) 
anderen Autoren besteht 
die Spirochatenzelle aus 2 Komponenten: Aus dem Cytoplasma und dem 
Stiitzorganell, das im Falle der Leptospiren aus einem gerade gestreckten, 
ungegliederten Axialstab besteht, im Falle der Treponemen und Borrelien 
aus einem um den Cytoplasmastrang gewundenen Fibrillenbiindel. 
Diese beiden morphologischen Komponenten kénnen durch enzymatische 
Behandlung der Spirochiatenzelle getrennt werden. Wie die elektronen- 
optischen Bilder dieser Autoren zeigen, wird durch Trypsin baw. Pepsin 
zuerst das Cytoplasma merklich aufgespalten. Erst nach langerer Zeit 
der Enzymeinwirkung werden bei den Leptospiren auch die Axialstiabe, 
bei den Treponemen und Borrelien auch die Fibrillenbiindel verdaut. 
In der vorliegenden Untersuchung wurde die Aminosdurezusammen- 
setzung in den beiden plasmatischen Komponenten festgestellt. Unter- 
sucht wurde Leptospira biflexa. Entsprechend der angegebenen Me- 
thode wurde der Verlauf der enzymatischen Hydrolyse durch Ent- 
nahme von Proben verfolgt, die dann im UV-Bereich spektrophoto- 
metriert wurden. Gleichzeitig mit der Festlegung des UV-Spektrums 
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wurden auch die Gruppen der Aminosauren papierelektrophoretisch 
- bestimmt. 

Abb. 1 zeigt das UV-Spektrum von Leptospira biflexa. Die Absorp- 
tionsspektren zeigen vom kurzwelligen zum langwelligen UV-Bereich 
einen nahezu gleichmaBigen Abfall der Kurven. Es ist weder im Be- 
reich von 2800 A, dem Maximum der Tyrosin- und Tryptophan- 
absorption, noch im Bereich von 2600 A, dem Maximum der Nuclein- 
saiureabsorption, eine deutliche Erhéhung der Extinktionen festzustellen. 

Tragt man die gemessenen Ex- 
tinktionen der beiden Wellenlangen 
2600 A und 2800 A in Abhangigkeit 
von der Zeit der Trypsineinwirkung 
auf, dann erhalt man die Kurven 
der Abb. 2. 

Die Verdauungszeitkurven zeigen, 
daB das LeptospireneiweiB nicht 
stetig verdaut wird. Der Anstieg 
z. B. einer Zeitkurve der Albumin- 
verdauung erfolgt dagegen bis zu 
einem Sattigungsniveau linear, weil 
die Proteinmolekile des Serumalbu- 
mins einheitlich gebaut sind. Die Ex- 
tinktion steigt so lange monoton an, Ud ergy dy Nay OM OL Gn, 
als noch spaltbare Proteinmolekiile Shit anelb tania st tyme 
vorhanden sind. Sind sie verbraucht, RED EN (Kurve 1 bei 2600 A 
so verlauft die Kurve horizontal, und Kurve 2 bei 2800 A) 
die Sattigung ist erreicht. © 

Die Verdauungszeitkurve des Leptospireneiweifes zeigt in der Zeit 
von 0—40 min ebenfalls einen ziemlich gleichmafigen Anstieg, der 
anfangs nahezu linear erfolgt. Die Reaktionsgeschwindigkeit ist also etwa 
konstant, offenbar, da ahnlich gebaute Proteinmolekiile gespalten werden. 

Nach den ersten 40 min bleibt die Extinktion dann tber 20 min 
konstant. Daraus folgt, daB in dieser Zeit entweder tiberhaupt keine 
Proteine oder Proteide gespalten werden oder nur solche, die kein bei 
2800 A absorbierendes Material im Proteinmolekiil aufweisen. Auch 
werden anscheinend keine Nucleinsaiuren von den Nucleoproteiden durch 
das Trypsin abgespalten, wie die Konstanz der Absorption bei 2600 A 
andeutet. 

Erst nach einer Trypsinwirkungszeit von 60 min erfolgt ein zweiter 
Anstieg der beiden Extinktionen. Die Aufspaltung der Plasmaproteine 
setzt von Neuem ein, um nach etwa 80—90 min beendet zu sein. 

Das Ergebnis entspricht insofern dem von CzEKALOWSKI, als auch 
hier 2 deutlich voneinander abgesetzte Verdauungsperioden festgestellt 


414 G. SIEFERT: 


werden konnten. Diese entsprechen den beiden Plasmakomponenten 
CzeKaLowskis. Sehr wahrscheinlich wird in der ersten Verdauungs- 
periode hauptsachlich das Cytoplasma, in der zweiten der Axialstab 
angegriffen. 

Da bei der spektrometrischen Bestimmung neben den Nucleinsdéuren 
von den Aminosiuren vorwiegend Tyrosin erfaBt wird, wurde durch 
Papierelektrophorese eine Gruppentrennung der Aminoséuren durch- 
gefiihrt. Dabei wurden die 5 Fraktionen Cysteinséure, Asparaginsaure, 
Glutaminsiure, neutrale Aminosduren und basische Aminosauren 

erhalten. In Abb. 3 sind die Ex- 
a tinktionswerte der einzelnen Frak- 
tionen, nach einer Anfarbung mit 
Ninhydrin-Cadmium, in Abhan- 
gigkeit von der Verdauungszeit 
wiedergegeben. 

Die Abb. 3 zeigt, daB auch die 
Aminosauren, die nicht durch 
eine charakteristische UV-Absorp- 
tion gekennzeichnet sind, in der 

On Mig Zeit zwischen 40—60 min in ihrer 
ae Konzentration konstant bleiben. 

In dieser Zeitperiode geschieht 
Abb. 3. Extinktionskurven der  papierelektro- at 2 5 . 
phoretisch getrennten Aminosaurefraktionen in also tatsachlich keine tryptische 

De otc eacrta ais tagtooga Eiweifspaltung. Lediglich die 
1Cysteinsiure, 2 Asparaginsiure, 3 Glutaminsiure, . : sf 
4 neutrale Aminosiuren, 5 basische Aminosiuren basischen Aminosaéuren verhal- 

ten sich abweichend: Wahrend 
der ,,Ruheperiode® fiir die anderen Stoffe steigt ihre Menge an. 

Da in der ersten Verdauungsperiode keine basischen Aminoséuren 
nachgewiesen werden konnten (vgl. Abb. 3), drangt sich die Frage nach 
dem Verbleib dieser Substanzen auf. Denn der Proteinanteil der Nucleo- 
proteide, die bis heute untersucht worden sind, besteht meist aus Prot- 
aminen (Fischspermien) oder Histonen (‘Thymuskerne) (LEHNARTZ 1955). 
Beide bestehen aber zum grofen Teil aus den basischen Aminosduren 
Histidin, Arginin und Lysin (Kossex 1929, NeuraTH u. BatnEy 1953). 
Die relativen Nucleinsiiuremengen in den beiden plasmatischen Kom- 
ponenten von Leptospira biflexa sind in Tab.4 angegeben. 

Daraus geht hervor, dafs wihrend der ersten Verdauungsperiode 7,8°%, 
Nucleinséuren freigesetzt werden. 

Um die Anteile der basischen Aminosauren in den beiden durch die 
Verdauungszeitkurven angedeuteten plasmatischen Komponenten fest- 
zulegen, wurden 2 salzsaure Hydrolysen durchgefiihrt, einmal eine der 
unverdauten Leptospiren, dann eine nach einer Trypsin-Verdauungszeit 
von 50min, also im wesentlichen der Axialstibe. In Tab. 5 sind die 


0 10 20 30 ¥ 50 60 7% 8 9 100Min. 
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Ergebnisse dieser Aminosiurebestimmungen mittels Gruppenelektro- 
phorese angegeben. Dabei wurden die Werte fiir die Aminosiure- 
verteilung im Cytoplasma aus der Differenz der Gesamtbestimmung und 
der Aminosaurebestimmung der Axialstibe berechnet, da eine salzsaure 
Hydrolyse nicht in einzelne Perioden zerlegt werden kann, die den 


Tabelle 4. Verteilung der Nucleinsduren in den beiden plasmatischen 
Komponenten bei Leptospira biflexa 


Ns | RNS | DNS | Ae leer 

% % % 
Gesamtbestimmung . . 9,6 6,4 3,2 192,05 
Cytoplasmian fae jst: 7,8 4,7 Syl! 1: 1,58 
Axialstibetateess set 1,8 Let 0,1 1:19,82 


Perioden der enzymatischen Hydrolyse entsprechen. Die Prozentzahlen 
der in Tab. 5 angegebenen Werte wurden aus den gemessenen Extink- 
tionszahlen berechnet, wobei darauf hingewiesen werden muB, daB sich 
die Extinktionswerte aquimolarer Mengen Aminosaduren etwas unter- 
scheiden. Aus der Tab. 5 kann entnommen werden, daf das Cytoplasma 
von Leptospira biflexa sehr wohl basische Aminosduren enthalt, obwohl 
sie in der ersten Periode der tryptischen Verdauung nicht frei werden. 
Dabei liegt der Anteil der basischen Aminosauren im Cytoplasma sogar 
noch tiber dem der Axialstabe. 


Tabelle 5. Verteilung der Aminosdurefraktionen in Axialstaben und Cytoplasma 
bet Leptospira biflexa nach salzsaurer Hydrolyse 


Gesamthydrolysat Cytoplasma Axialstiibe 
% % % 
Asparaginséure ..... LO S2 at 2 T= Ly Dons 
Glutaminséure ..... 852-6 Lies Opi 4,4 =. 18,5 
neutrale Aminoséuren . . 33,2 4-950 20,38 = 45,2 12,9= 58,0 
basische Aminosauren . . 15,2 22,6 (PAYS == AED 2,7 = 12,0 
Sha Te ee aS | 67,1—100,0 | 44,8—100,0 | 22,3 — 100,0 


Das Fehlen der basischen Aminosaéuren wahrend der ersten Ver- 
dauungsperiode bei einer enzymatischen Hydrolyse baw. der Anstieg 
der basischen Aminoséuren wihrend der Ruheperiode kann so inter- 
pretiert werden: Das Trypsin spaltet wahrend der ersten Verdauungs- 
periode den HiweiBanteil der Nucleoproteide zwar kontinuierlich ab, 
zerlegt ihn aber noch nicht in Aminosauren. Ist der tryptische Abbau des 
Cytoplasmas beendet (nach etwa 40 min), dann liegt neben dem Plasma 
der Axialstaébe noch die unversehrte Proteinkomponente der Nucleo- 
proteide vor. Diese ist von anderem Aufbau als das EiweiB des Cyto- 
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plasmas, dementsprechend von anderer, und zwar geringerer Trypsin- 
empfindlichkeit. Wahrend der ,,Ruhezeit‘’ zwischen den beiden Ver- 
dampfungsperioden wird die Proteinkomponente der Nucleoproteide an- 
gegriffen und abgebaut. Da dieser Proteinanteil der Nucleoproteide in der 
Hauptsacheaus basischen Aminosauren besteht, zumindest beidenhéheren 
Organismen, NeuratH u. Bary (1953), erfolgt dann der beobachtete 
Anstieg der basischen Aminosiuren. Diese Hypothese wiirde sowohl den 
spaten Anstieg der Menge basischer Aminosauren wahrend der Ruhezeit, 

als auch das Fehlen des- 


Tabelle 6. Verteilung der Nucleinstiuren und basischen selben in der ersten Ver- 
Aminosduren in den beiden Plasmakomponenten bet dauungsperiode, erkla- 


. Leptospira biflexa ren. Ihr Zutreffen wiirde 
igi ue zugleich bedeuten, daB 
% of die Nucleoproteide der 
j Spirochaten, ahnlich de- 
AEE ose: 18,5 4,1 nen der hoheren Orga- 
nismen, basische Kiweibe 

Nucleinsauren. . . 7,8 1,8 daiiacna 
RNS von y ti At 1,7 In Tab. 6 ist die Ver- 
DNS.......- 3,1 0,1 teilung der basischen 
Verhaltnis Aminosaéurenundder 
NS: Basische Nucleinsaduren inden 

Aminoséiuren .. A Be} ier 


beiden Plasmakompo- 
nenten des Leptospiren- 
k6rpers vergleichend angefiihrt. Dabei ist besonders das Verhaltnis 
Nucleinséuren zu basischen Aminoséuren interessant, ist es doch im 
Cytoplasma und den Axialstiben sehr ahnlich. Der gréBere Anteil an 
basischen Aminosauren im Cytoplasma ist mit einem gréReren Anteil an 
Nucleinséuren gekoppelt. Dies deutet tatsichlich auf eine Bindung 
zwischen basischen Aminosdiuren und Nucleinsiéuren, wahrscheinlich als 
Nucleinproteide analog denen héherer Organismen. 


Freie Aminoséuren bei Leptospira biflexa 


Kine Extraktion freier Aminosaduren bei Leptospira biflexa hatte 
folgendes Ergebnis: Lysin, Glycin, Glutaminsiiure, Alanin, Threonin, 
Prolin, y-Aminobuttersiéure, Leucin, Hippursiiure. 

Da die Konzentrationen der extrahierten Aminosiuren sehr unter- 
schiedlich und zum Teil auBerordentlich gering waren (etwa 1% freie 
Aminosiuren/Trockengewicht), wurde auf eine quantitative Auswertung 
der Bestimmungen verzichtet. Die Fehlerquellen einer Bestimmung so 
niedriger Konzentrationen sind zu mannigfaltig, und zur Herstellung 
eines Extraktes geniigend groBer Konzentration reichte das zur Ver- 
fiigung stehende Material nicht aus. Weiter mu8 darauf hingewiesen 
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werden, da das Auftreten und die Konzentration freier Stoffwechsel- 
produkte weitgehend vom physiologischen Stadium der Zellentwicklung 
abhangen (GEIMAN 1952, GELPERIN 1949) und da’ gleiche Bedingungen 
sehr schwer einzuhalten sind. Um die letztgenannte Fehlerquelle még- 
lichst auszuschalten, wurden ausschlieBlich Kulturen verwendet, die sich 
in der stationdren Entwicklungsphase befanden. Bei den aus Leptospira 
biflexa isolierten freien Aminosiuren handelt es sich um wichtige Aus- 
gangsstoffe fir Eiweifsynthesen, denn wie WraME u. Srorck (vgl. 
RiprEL-BaLpEs 1955) mittels Isotopenversuche zeigen konnten, ist die 
Glutaminsdure neben Asparaginséure und y-Aminobuttersaure als erstes 
Assimilationsprodukt bei der EiweiSsynthese erkannt worden. Aber auch 
Lysin und vor allem Glycin sind wichtige Ausgangsstoffe fiir Synthesen. 

Die cyclischen Aminosauren treten unter den freien Aminosauren bei 
den Bakterien fast vollig zuriick (zitiert nach Rrppet-Baupzs). Auch in 
den Extrakten von Leptospira biflexa konnten keine cyclischen Amino- 
sauren identifiziert werden. 

Bemerkenswert ist die Erscheinung, daB bei Leptospira biflexa Hip- 
pursaure als Stoffwechselprodukt auftritt. Da bisher in der Literatur 
kaum oder gar keine Angaben tiber das Vorkommen von Hippursaure als 
Stoffwechselprodukt in Mikroorganismen vorliegen, war es notwendig, 
eine exakte, spezifische Nachweisreaktion auf Hippursdure in den 
Papierchromatogrammen vorzunehmen. Dazu wurde die Bestimmung 
der Hippursaéure als Azlacton nach der Methode von GAFFNEY et al. 
(1954) verwendet. 

Die Bildung der Hippursdure im hodheren Organismus ist ein Ent- 
giftungsprozeB, in dem die Zellen durch Koppelung von Glycin an die 
fiir die Organismen giftigen Phenylreste deren Giftigkeit aufheben. Ob 
bei Leptospira biflexa die Bildung der Hippursaure ebenfalls einen 
EntgiftungsprozeB darstellt, oder ob es sich um andere Stoffwechsel- 
vorgange handelt, kann nicht entschieden werden. Es mu Aufgabe einer 
weiteren Untersuchung sein, diese Frage zu klaren. 

Kine weitere Aufgabe bestand darin, den Gesamt- und Lipoidstickstoff 
zu bestimmen. Dabei betrug der Gesamtstickstoff 8,961% des 
Trockengewichtes, wovon 0,427% auf Lipoidstickstoffentfallen. Ein 
Vergleich der ermittelten Stickstoffwerte bei Leptospira biflexa mit 
denen anderer Mikroorganismen (PorTER 1950, Knayst 1951) beweist, 
daB die Spirochaten keine Ausnahme bilden. 

Die an Treponema pallidum, Leptospira bifleca und Retterspirochaten 
durchgefiihrten Bausteinuntersuchungen zeigen, dafs die Spirochaten 
hinsichtlich ihrer Aminosaéurezusammensetzung untereinander nur 
geringfiigige Abweichungen aufweisen. Etwa 30% des Aminosaure- 
gehaltes sind saure Aminosauren, 50% entfallen auf die Fraktion der 
neutralen Aminosduren und die restlichen 20% auf die Fraktion der 
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basischen Aminosiuren. Der hohe Anteil an sauren Aminosauren, den 
bereits andere Autoren feststellen konnten, scheint fir das Spiro- 
chiteneiweif® charakteristisch zu sein. Der Gesamtnucleinsduregehalt 
liegt etwas unter dem der Bakterien, lediglich das Verhaltnis DNS:RNS 
entspricht dem der Bakterien. Der Lipoidgehalt mit etwa 20% des 
Trockengewichtes liegt erheblich iiber dem der Bakterien, denn dort 
findet man kaum mehr als 10%. 

Zusammenfassend kann gesagt werden, daB die Spirochaten hinsicht- 
lich ihrer Bausteinzusammensetzung den Bakterien naher stehen als 
anderen untersuchten Mikroorganismen. Sie zeigen aber gegeniiber den 
Bakterien spezifische Unterschiede und sind demnach eine nicht nur 
morphologisch sondern auch chemisch deutlich abgegrenzte Organismen- 


gruppe. 
Zusammenfassung 


Es wurden die chemischen Bausteine von Leptospira biflexa, Trepo- 
nema pallidum und Reiterspirochiten untersucht. An Grundbausteinen 
wurde der Wassergehalt, der Gehalt an EiweiB, Lipoiden und Nuclein- 
siure bestimmt. Dabei zeigte sich eine weitgehende Ahnlichkeit der 
Zusammensetzung innerhalb der 3 untersuchten Organismenarten. 

Die Nucleinsaurekonzentration betragt zwischen 8—10% des Trocken- 
gewichtes. Das gewichtsmaBige Verhaltnis der RNS zur DNS betragt 
etwa 2:1, ein Verhaltnis, das dem der Bakterien ahnelt. Dabei zeigte sich 
die DNS in der Hauptsache im Cytoplasma lokalisiert (Nucleoide?), die 
RNS dagegen gleichmaBig auf Cytoplasma und Axialstabe verteilt. 

Die enzymatische Zerlegung von Leptospira biflexa mit Trypsin ergab 
2 deutlich voneinander abgesetzte Verdauungsperioden mit einer 
Ruhepause dazwischen. Die beiden Verdauungsperioden wurden unter 
Beriicksichtigung der Arbeiten anderer Autoren den beiden plasma- 
tischen Komponenten, ,,Cytoplasma‘‘ und ,,Axialstibe‘‘, zugeordnet. 

Kine differenzierte Aminosiiurebestimmung im sauren Hydrolysat der 
Produkte beider Verdauungsperioden ergab, da der Anteil der basischen 
Aminosiuren im Cytoplasma gréBer war als in den Axialstiben. Dies 
geht parallel der Nucleinsiureverteilung in den beiden plasmatischen 
Komponenten des Leptospirenkérpers und deutet auf eine Bindung der 
basischen Aminosiuren in Nucleoproteiden. 

Neben den proteingebundenen wurden noch die freien Aminosiuren 


bei Leptospira bifleca bestimmt; als Besonderheit ist das Vorkommen 
von Hippursaure zu nennen. 


é Die vorliegenden Untersuchungen wurden an der Staatlichen Anstalt fiir 
Experimentelle Therapie ,,Paul-Ehrlich-Institut“, Frankfurt (Main), auf Anregung 
des Direktors, Herrn Prof. Dr. Dr. h. c. R. PriccE, durchgefiihrt. Die Arbeit wurde 


vom Direktor des Mikrobiologischen Instituts der Universitat Frankf ; 
t 
Herrn Prof. Dr. R. W. Kapran, betreut. rankturt, (Main), 
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Physiological and biochemical Studies 
on Egyptian Fresh Water Algae 


Extraction and determination of the different nitrogenous 
constituents of the algal cells 


By 
Ezz ELDIN M. TAHA and ABD ELAZIZ M. ALLAM 


(Eingegangen am 4. Januar 1958) 


In the preceeding parts of this series, the influence of both environ- 
mental and physiological conditions on the growth as well as the pro- 
tein production by an Egyptian strain of Chlorella ellipsoidea had been 
investigated and it was possible to elucidate the optimum conditions 
most favourable for growth and protein production. 

In this part we are mainly concerned with the comparative study of 
the different methods that have been proposed and used by other in- 
vestigators for the extraction and determination of the nitrogenous 
constituents mainly proteins of the algal cells. These methods were there- 
fore applied for the determination of total soluble nitrogen, the frac- 
tions of the soluble nitrogenous compounds as well as the protein con- 
tent of the cells of the experimental organism. 


Methods 


A. The organism was cultured on a nutritive solution having the following com- 
position, KNO, 2.525g/L; KH, PO, 0.2 g/L; MgSO,-7H,O 0.1 g/L; Ferric citrate 
4—5 drops/L.; micro elements 1 ml of A4/L (ARNon, 1938). The light intensity on the 
surface of the culture flask was 4000 lux «, the incubation temperature was 30°C. 
A current of air fortified with 1% CO, was passed through the culture flasks. At 
the end of the culture period (15 days) the algal cells were harvested and washed 
by centrifugation. 

B. Extraction, precipitation and estimation of the algal proteins. — The three 
methods which were used recently by other investigators for the extraction or 
estimation of the total soluble nitrogen and proteins of algae were applied. 

The first procedure which was used by Merrert 1952—1956 and based on the 
original method of Vorr 1926, depends mainly on the precipitation of proteins 
except gliadin by ethanol in acidic saturated sodium sulphate solution. 

The second method which was used by Fowprn 1951, depends on the extrac- 


tion of the algal nitrogerfous compounds with sodium borate and precipitation of 
the algal proteins with acetic acid. 
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The third method for the extraction and determination of the different nitro- 
genous constituents was applied by Lukas 1956, and involves the extraction of 
these substances by methanol and then by sodium hydroxide and precipitation of 
the proteins with trichloro-acetic acid. 


Experimental results 


A. Estimation of total soluble nitrogen and crude proteins by Voit method 

The data concerned with the total nitrogen content, total soluble ni- 
trogen and protein nitrogen content of our experimental organism as 
estimated according to Vorr method are given in Table 1. From these 


Table 1. The total nitrogen, soluble nitrogen and protein 
content of Ch. ellipsoidea (in percent of the dry weight) 
as estumated by Voit method 


Experiment Total Soluble Insoluble Protein 
nitrogen nitrogen nitrogen content 

I 10.00 3.01 | 6.99 | 43.69 

II 10.20 3.07 7.13 44.56 

aT 9.92 3.07 6.85 42.81 


data it can be seen that the total nitrogen content of the fresh algal ma- 
terial amounted to 10.04% of its dry weight. The total soluble nitrogen 
amounted to 3.07% of the dry weight i. e. 30% of the total nitrogen. 


B. Assay of the fractions of the soluble nitrogen by the method of Varner 
et al. (Varner 1953), and Pope and Stevens method 
(Pope and Stevens, 1939) 
The assay of the different fractions of the soluble nitrogen, in the ex- 
tracts obtained in the previously mentioned experiment Table 2 
(Vorr method) has shown that the ammonia nitrogen forms the major 


Table 2. The assay of the different soluble nitrogen fractions 
in the ethanol extract of Ch. ellipsoidea 


pecteannaetioy Tae aD fe ey egns Petar ota isalocth 
NE Balhae ie el eae 5.370 1.31 42.74 
PA OIOO- Nis ti urbe sawn ts 2.304 0.56 18.37 
Nitrate--+ nitrite-N, .. . 2.771 0.68 22.10 
BA TMInIOMNi ie teiee es etna ss 1.680 0.41 13.39 
Other nitrogen ..... 0.413 0.10 3.40 
Ot mOIDLOSeIan cer) ry 12.538 3.06 100.00 


portion of the soluble nitrogen as it amounts to about 1.3% of the algal 
dry weight (i. e. about 42% of the total soluble nitrogen). The nitrate 
and nitrite nitrogen amounts to about 0.68% of the algal dry weight 
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(i. e. about 22%, of the total soluble nitrogen), while the amide nitrogen 
amounts to about 0.56% of the algal dry weight (i. e. about 18% of 
the total soluble nitrogen). The soluble amino nitrogen seems to form 
a comparatively small fraction of the soluble nitrogen as it represents 
about 0.41°% of the algal dry weight (i. e. about 13% of the total soluble 
nitrogen). 


C. Extraction and precipitation of the algal proteins by Lukas method 


In applying Lukas method concerned with the extraction and deter- 
mination of the nitrogenous compounds of the algal material 2 different 
samples were used namely fresh algal material and dry algal material. 

The results obtained for both types of material are given in Tables 3 
to 7. From these data the following conclusions could be drawn. 


Table 3. The dry weight (in gms and in percent of the total original material) 
of the different fractions extracted from the cells of Ch. ellipsoidea 


Dry weight in gms Percent of the dry weight of 


Fraction Extract from cells the original 
dry* fresh** dry fresh 

Methanol extracts. . . 0.240 0.303 23.99 26.93 
Substances extracted 

by NaOH and water. . 0.524 0.759 52.38 67.59 
Total extractable 

Substances. meme 0.764 1.062 76.37 94.52 
Residue vets alan. mass 0.236 0.061 23.62 5.46 


* Weight of original material = 1.001 gm. 
** Weight of original fresh material = 4.7262 gms.; equivalent dry weight = 
1.1231 gms. 


1. Methanol extraction (Tables 3, 4) 


a) The treatment of the dry material with methanol allowed the ex- 
traction of about 24% of the dry material (Table 3), containing nitro- 
genous substances the total nitrogen of which amounted only to 8.7% 
of the total nitrogen of the original material (Table 4). On the other hand 
the substances extracted from the fresh material amounted to about 
27% of the algal material (Table 3) containing nitrogenous constituents 
the total nitrogen content of which amounted only to 6.91°% of the 
total nitrogen of the original fresh material (Table 4). 

b) Assay of the different fractions of the soluble nitrogen in the me- 
thanol extracts was also carried out and the results of 2 experiments of 
this type each representing a mean of 3 estimations are however given 
in Table 5. From this table it can be seen that there is no much diffe- 
rence between the values obtained for each of the different fractions. 
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Thus the ammonia-N represents about 24% of the total extractable 
soluble nitrogen. The amide-N about 20° while, the nitrate and ni- 
trite-N together about 21% and the soluble amino nitrogen amount- 
ed to 18%. The other non-identified soluble nitrogen components 
amounted to about 16% of the total soluble nitrogen. 


Table 4. The distribution of the total nitrogen between the different extraction fractions 
of the cells of Ch. ellipsoidea 


Nitrogen content in percent Nitrogen content in percent of 
Fraction of the dry weight from cells the total nitrogen from cells 

dry fresh dry fresh 
Methanol extract . . . 0.89 | 0.58 8.72 6.91 
1.25% NaOH extract . 442 | 6,22 43.33 73.28 
2.5% NaOH extract. . 2.88 | 1-50 28.24 18.03 
Hot water extract .. 0.42 0.17 4.11 2.09 
hotelier at so se ee es Tele, 7.92 75.68 93.40 
RESTO Gite a arene eh 1.81 0.20 W782 2.45 
Total nitrogen in the 
different fractions . . 10.42 8.70 102.22 102.76 
Total nitrogen in the 
original material . . . 10.20 8.62 100.00 100.00 


2. Alkali extraction (Tables 3—7) 

a) The extraction of the dry algal material with NaOH and water 
extracted about 52% of the dry weight (Table 3). The extracted sub- 
stances contained about 75% of the total nitrogen originally present 
in the dry material (Table 4). The same treatment of the fresh material 
with alkali and water allowed the extraction of about 67% of its dry 
weight (Table 3) and the extracted substances contained about 93% 
of the total nitrogen originally present in the fresh material (Table 4). 

b) The data concerned with the substances extracted from the dry 
material (Table 4) have shown that the treatment with 1.25% NaOH 
extracted substances containing about 43% of the total nitrogen ori- 
ginally present in the algal material. The further treatment with 2.5% 
NaOH extracted more nitrogenous compounds containing about 28% 
of the original total nitrogen (Table 4). The final extraction of the resi- 
due with hot water causes the extraction of further substances contain- 
ing only about 4% of the total nitrogen (Table 4). 

c) The data concerned with the substances extracted from the fresh 
material have also shown that the treatment of the fresh material with 
1.25°% NaOH allowed the extraction of substances containing the major 


part of the original nitrogen i. e. about 73% of the original nitrogen 
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(Table 4). The further treatment of the algal fresh material with 2.5% 
NaOH allowed the extraction of substances containing 18% of the total 
nitrogen (Table 4). The final hot water extraction allowed only the ex- 
traction from the residue of substances including very few nitrogenous 
compounds containing only about 2% of the original total nitrogen 
(Table 4). 


Table 5. The assay of the different soluble nitrogen fractions in the methanol extract of 
Ch. ellipsoidea 


Nitrogen | tact | ofthe ary wolgnt | soluble nitrogen 
Expt. 1 Expt. 2 Expt. 1 Expt. 2 Expt. 1 Expt. 2 
NENG cee enue aed 1.465 0.27 0.29 21.56 26.09 
Amide-N, .. .| 1.221 1.099 0.24 0.22 19.60 19.56 
Nitrate--++ 
nitrite-N, .. .| 1.343 1.221 0.27 | 0.24 21.56 21.73 
Amino-N, .. .| 1.120 1.120 0.22 | 0.22 17.98 17.98 
Other nitrogen .| 1.200 0.711 0.24 0.14 19.30 14.64 
Total nitrogen .| 6.226 5.616 1.24.5 LE 100.00 100.00 


d) From the previously mentioned results it seems that most of the 
nitrogenous compounds were actually extracted by the treatment of 
the fresh algal material with methanol followed by alkali and hot water, 
as it remained only about 2% of the originally present total nitrogen 
in the residue. On the other hand in the case of the dry material it re- 
mained in the residue about 18% of the original total nitrogen. This 
may be attributed to the fact that before the extraction of the fresh 
material, the material was treated with CO, ice-acetone mixture as pro- 
posed by LuKas to destroy the cell walls and thus allows maximum ex- 
traction. This CO, ice-acetone cooling and destruction was not, however, 
carried out in the dry material. 


3. Crude protein precipitation (Tables 6, 7) 

a) The precipitation of the protein through tri-chloroacetic acid in 
the alkali and water extracts of the dry material (Table 6) have shown 
that about 46% of the extracted substances by alkali and water, was 
precipitated and this amounted only to about 24% of the original ma- 
terial. On the other hand in the case of the fresh material (‘Table 6) the 
precipitation with tri-chloroacetic acid caused the precipitation of about 
67°% of the extractable substances by alkali and water i. e. about 45% 
of the original material. Again this difference between the amounts of 
protein obtained by precipitation in the alkali and water extracts of 
fresh or dry material may be also attributed to the previous treatment 
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of the fresh material with CO, ice-acetone mixture and thus allowed 
better extraction of the proteins with alkali and water and this could be 
further clearly seen by comparing the total nitrogen content of the 
extractable substances from the fresh and dry material. In the former 
the total nitrogen of the extractable substances amounted to about 93% 
of the original total nitrogen, while in the latter it amounted only to 
about 75%. 


Table 6. The dry weight (in gms. and in percent of the total extractable substances and 
the original dry material) of crude proteins precipitated in alkali and water extracts of 
the cells of Ch. ellipsoidea 


Protein weight aes oe iE percent | Protein weight in percent 
f i f lls of alkali and water extrac- of the original dry 
Fractions Haast Add i table substances from cells material from bite 
dry fresh dry | fresh dry | fresh 
1.25% NaOH | 
extracts f | (0.129 0.390 24.57 51.38 12.87 34.73 
2.59% NaOH 
ex ilaCtes est | 0-090 0.104 18.90 13.65 9.90 9.23 
Hot water | 
Oxtrachien neuen (in 0-010 0.021 2.88 2.77 1.50 1.87 
Wotalgy, 2) 50-5: |'9.0.243 0.515 46.35 67.80 24.27 45.83 


Table 7. Nitrogen content (in percent of the total nitrogen) of the different extracts, 
supernatant solutions and precipitated proteins of the cells of Ch. ellipsoidea 


Nitrogen content of the | Nitrogen content of the it Syiea hone us 
e precipitate 
Weackion extract from cells supernatant from cells I ee estes ote 
dry fresh dry fresh dry fresh 

1.25% NaOH 
extract... .| 43.44 73.28 25.49 29.24 16.51 41.18 
2.5% NaOH 
extract ... .| 28.24 18.13 15.39 8.55 11.93 8.90 
Hot water 
OEGHE NC) dacs Volare d 4.11 2.09 2.35 0.42 1.63 1.51 
otalyeer as 75.68 93.40 43.23 38.21 30.07 51.59 


b) On examining the results of the precipitation of the different frac- 
tions of the alkali and water extracts namely 1.25% NaOH, 2.5% NaOH 
and hot water, one can see that in the case of the fresh material (Table 6) 
the major part of the protein (about 75% of the total precipitated pro- 
teins of all fractions) was actually precipitated in the first fraction 
(1.259% NaOH), while in the second fraction (2.59% NaOH) a smaller 


29* 
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portion of the protein was precipitated (about 20% of the total precipi- 
tated proteins of all fractions). A very small fraction was precipitated 
in the final water extract. 

Similarly in the case of the dry material (Table 6) the first fraction 
contained about half of the total proteins, while the second fraction 
contained also a comparatively high amount (about 40%) of the total 
precipitated proteins, while the last water extract contained only about 
6% of the total precipitated proteins of all fractions. 


c) From Table 7 it can be deduced that the addition of tri-chloroacetic 
acid to the different extracts under the experimental conditions given 
by Lukas caused the precipitation of substances containing only 30% 
and 51% of the original total nitrogen in the dry and fresh materials and 
remained in the supernatant liquids of all the fractions unprecipitated 
substances containing 43% and 38% of the total nitrogen of the dry 
and fresh materials respectively. 


Table 8. The dry weight (in gms. and in percent of the total dry weight) of the original 
material of the different fractions obtained during the protein extraction of the cells of 
Ch. ellipsoidea 


Dry weight in percent 


; Dry weight in gms from cells of the original dry material 
Fraction from cells 

dry* fresh** dry fresh 
Methanol extract... 0.250 0.455 24.98 27.75 
Borate extract... . 0.535 1.101 53.31 67.15 
Total extractable 
StlbstanCesiemenme maw os 0.785 1.556 78.36 94.90 
Residue. .7 074i ne i 0.217 0.821 21.63 | 5.09 
Precipitated crude | 
protein). .2c eee 0.437 0.891 43.65 54.35 


* Weight of original dry material = 1.001 gm. 
** Weight of original fresh material = 6.8992 gms.; equivalent dry material = 
1.6395 gm. 


D. Extraction and precipitation of the algal proteins by Fowden method 

The algal material either dry or fresh was pre-extracted with metha- 
nol exactly as given by Lukas method. This was, however, achieved to 
compare the protein extraction LUKAs and FowpEN methods under the 
same conditions. From the data obtained by applying FowpEn method 
and given in Tables 8—10 the following conclusions could be drawn. 

a) The treatment of the dry material with methanol as in Luxas 
method allowed the extraction of about 25% of the dry material (Table 8) 
containing 9.5 of the original total nitrogen (Table 9). The substances 
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extracted from the fresh material by methanol amounted to about 28% 
of the algal material (Table 8) containing about 6% of the original total 
nitrogen (Table 9). These results are, however, in agreement with those 
obtained in the previous corresponding experiment. 


Table 9. The distribution of the total nitrogen between the different fractions obtained 
during the protein extraction of the cells of Ch. ellipsoidea 


Nitrogen content in percent Nitrogen content in percent of the 


Fraction of the dry weight from cells original total nitrogen from cells 
dry fresh dry | fresh 
Methanol extract. . . 0.97 0.53 Seri 6.14 
Borate extract .... 6.46 7.92 64.92 91.84 
Supernatant solution . 0.74 0.86 7.45 9.97 
Ivestduomeee nee ene 2.49 0.17 25.11 2.02 
Lia] eS ee en 9.92 8.62 100.00 100.00 


b) The treatment of the dry or fresh algal material with borate as 
proposed by FowDEN allowed the extraction of 53% or 67% of its dry 
weight respectively (Table 8). In the case of the fresh material the ex- 
traction of more material by the borate may be attributed to the fact 
that the fresh material is pretreated with CO, ice-acetone mixture to 
destroy completely the cell walls. The borate extracts of the dry and 
the fresh material contained about 65°% and 92% of the originally pre- 
sent nitrogen respectively (Tables 9). It is thus seen that practically the 
major portion of the nitrogenous materials were actually extracted by 
the treatment of the fresh material with sodium borate according to 
FowDEN procedure. 


Table 10. Nitrogen content (in percent of the original total nitrogen) of the borate extract 
supernatant solution and precipitated proteins of the dry cells of Ch. ellupsoidea 


Nitrogen content of borate | Nitrogen content of supernatant | Nitrogen content of precipitated 


extract from cells solution from cells erude proteins from cells 
dry | fresh dry | fresh dry | fresh 
e492 | o184 | 745 | 9893 | 5260 | 7649 


c) The data given in Table 10 of: the precipitation of proteins in the 
borate extract of the dry material by acetic acid, as proposed by FowpEN 
have shown that about 80% of the extracted substances was actually 
precipitated i. e. the major constituents of the extract is assumed to be 
crude protein, and by precipitation remained only in the supernatant 
liquid about 11% of the extracted nitrogen. The precipitation of pro- 
teins by acetic acid in the borate extract of the fresh material (Table 10) 
had also similarly shown that about 80% of the extracted substances 
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was actually precipitated and this precipitate contained about 90% of 
the extracted nitrogen, and remained only 9% of the extracted nitrogen 
in the supernatant liquid. The weight of the extracted and precipitated 
crude proteins from the dry and fresh materials amounted to about 
44% and 54% respectively of the dry weight (Table 8). 


General comparison 

General comparison of the previously mentioned results concerned 
with the extraction and precipitation of the algal proteins by the 3 diffe- 
rent experimental methods reveals the following points. 

1. The pre-treatment of the algal material with CO, ice-acetone mix- 
ture before alkali or borate extraction helped in destroying the cell 
walls and enable better extraction of the nitrogenous substances. 

2. The treatment of the algal material with methanol as indicated by 
Lukas allowed the extraction of a small portion of the nitrogenous sub- 
stances containing only 6—10°% of the total nitrogen originally present. 

3. Comparison of the results concerned with the substances extracted 
from the algal material by the action of boilmg NaOH (LuKkas method) 
or borate (FowpEN method) have shown that both methods seem to 
have the same efficiency for the extraction of nitrogenous compounds 
from the algal cells. The data obtained for both methods are concordant 
and show that the major portion of the nitrogenous substances was ac- 
tually extracted and in the case of the fresh material the nitrogen con- 
tent of the extracted substances amounted to 92—93°% of the total 
nitrogen present. 

4. Comparison of the amounts of crude proteins precipitated in the 
alkali extracts of the algal material by tri-chloroacetic acid (Lukas 
method), and those precipitated in the borate extracts by acetic acid 
(FowpDEN method), shows that the amounts of crude proteins precipi- 
tated in the latter extracts were more than those precipitated in the 
alkali extracts by tri-chloroacetic acid. The crude proteins obtained by 
precipitation in the alkali extracts amounted to about 24% of the dry 
weight in the case of the dry material, and about 45% in the case of the 
fresh material. 

On the other hand the crude proteins precipitated in the borate ex- 
tracts amounted to about 44% of the dry weight in the case of the dry 
material and about 54% in the case of the fresh material. 

The major part of the substances extracted by borate seemed to be 
crude proteins as about 80% of the extracted substances was precipi- 
tated by acetic acid and the precipitated crude proteins contained about 
90% of the extracted nitrogen. 

In the case of the alkali extracts on the other hand the precipitated 
crude proteins amounts only to 46—67°% of the extracted substances 
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and the nitrogen content of this crude protein amounts only to 39—53% 
of the extracted nitrogen. 

The small amounts of crude proteins obtained by precipitation in the 
alkali extracts and the remaining in the supernatant of large amounts 
of nitrogenous substances may be attributed to the action of boiling 
NaOH on the proteins. 


Summary 


Comparative study of the different methods of extraction and esti- 
mation of the algal nitrogenous constituents mainly proteins of an Egyp- 
tian strain of Chlorella ellipsoidea had been carried out. This study also 
involves the assay of the different fractions of the soluble nitrogenous 
compounds. 
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Friedrich Schiller-Universitat Jena) 


Studien zur Fungicidwirkung der Schwermetallsalze 


Von 
R. TROGER 


Mit 1 Textabbildung 
(Hingegangen am 22. Januar 1958) 


In fritheren Mitteilungen (TROGER 1956; 1957) wurde berichtet, daB 
nach einer Behandlung der Conidien des Versuchspilzes Fusarium 
decemcellulare mit Kupfersalzlésungen das Metall in kurzer Zeit in den 
Conidien nachzuweisen war, daB das Kupfer aber in der Spore inaktiv 
festgelegt wird, weshalb es bei kurzzeitiger Kinwirkung des Fungicides 
nicht zum Absterben der Conidie kommt. Bei langer dauernder Einwir- 
kung von CuSO,-Lésungen wird sie jedoch wie bei der Kontaktwirkung 
basischer Kupfersalzpartikel getotet. Es galt nun, weiterhin festzustellen, 
ob bei kurzzeitiger Einwirkung einer subletalen Konzentration von 
CuSO,-Lésungen neben den schon bekannten Tatsachen noch andere 
Veranderungen an oder in der Conidie zu erkennen sind. Zunachst 
interessierte die Wirkung der fungiciden Schwermetalle auf die stickstoff- 
haltigen K6érper der Conidien. 


Material und Methodik 


Versuchspilz war Fusariwm decemcellulare (Brick). Taxonomische Daten: 
WOoLLENWEBER u. REINKING (1935). Die Anzucht erfolgte in Kulturréhrchen oder 
Roux-Flaschen auf Malzagar mit der Zusammensetzung: 30 g Malzextrakt (Liebe), 
2g Pepton (Witte) und 25g Agar-Agar (Kobe) auf einen Liter Aqua dest. Der 
benutzte Nihrboden hatte nach dem Sterilisieren eine cH* von pq 5,9. 

Diese Vorkulturen wurden bei 22° C + 2° Cim Thermostaten bebriitet. Fiir alle 
Versuchsreihen wurden Conidien von 15—20 Tage alten Vorkulturen verwendet. 

Alle Glasgeraite waren aus Jenaer Geriteglas 20 (Schott) und wurden mit KOH, 
HCl und Aqua dest. gereinigt. Das Wasser wurde in einer Schott-Apparatur aus 
Rasotherm bzw. Geriteglas 20 destilliert. Die Chemikalien hatten den handels- 
tiblich héchsten Reinheitsgrad und wurden von Merck, Schuchardt, Riedel-de 
Haén und Schering bezogen. 

Fiir die Metallbehandlung wurden die Conidien mit einer Platinése der Vorkultur 
entnommen und sofort in Aqua dest. suspendiert. In dieser ersten Aufschwemmung 
verblieben sie 15 min und wurden dabei viermal aufgeschiittelt. AnschlieBend 
kamen sie in eine Schott-G4-Fritte zum Waschen mit Aqua dest., was viermal 
geschah, wobei die durchgelaufene H,O-Menge je Waschung mit 200 ml bei 4 em 
Filterdurchmesser gleichmiBig eingehalten werden muBte. Die gewaschenen 
Conidien konnten mittels Aqua dest. leicht von der Filterplatte abgeschwemmt 
werden; durch Zufiigen von Aqua dest. wurde anschlieBend fiir alle Versuche eine 
Suspension eingestellt, die 5-108 Conidien/ml hatte. 
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Zu dieser Conidiensuspension wurden dann die Metallsalze gegeben. Die End- 
Econiration des Metalles betrug 5y/ml. Die Conidien verblieben bei 18°C bis 20°C 

5 Std in den Metallsalzlosungen. Sie wurden dann mittels Allihnscher Rohre 
(84) abfiltriert und weiter verarbeitet. 

Die so metallbehandelten Conidien wurden beziiglich ihrer Keimfahigkeit auf 
Malzagar gepriift. Am vorgefundenen Wachstum und dem Aussehen der Kultur 
konints nach 10 Tagen die letale, subletale oder nichtletale Metalleinwirkung 
beurteilt werden. 

Die Metallsalzlésung, die beim Abfiltrieren der Conidien mit dem Allihnschen 
Rohr gewonnen wurde, mufte zunachst conidienfrei gemacht und in Kontroll- 
versuchen auf Conidienfreiheit gepriift werden (G5 Filter, Zentrifugieren, Keim- 
versuche und Abimpfen auf Agar). Sie wurde dann in Petrischalendeckeln im 
Vakuum-Exsiccator iiber frisch entwissertem Silicagel bis zur Trockne einge- 
dunstet. Fiir das Kindunsten wurden immer 20 ml der einzelnen conidienfreien 
Metallésungen verwendet. Zur Aufnahme des Riickstandes diente 1 ml Isopropyl- 
alkohol. Der Riickstand léste sich in 25°Zigem Isopropylalkohol bei etwa 40° C 
vollig. Diese Lésung lagerte bis zur Verwendung in kleinen Vorratsflaschen im 
Kuhlschrank bei + 2° C bis + 4° C. Alle zwei Tage wurde, um die Keimfreiheit des 
Materials zu monteolleren, aus den Vorratsflaschen auf Hefepeptonagar [5 ¢ Hefe- 
extrakt (Bramsch), 5 g Pepton, 25 ¢ Agar auf 1000 ml Aqua dest., pa 7,2] abge- 
impft. Fiir die Trennungen der poiteron Stoffe wurden jeweils 0,05 ml des Materials 
zum Chromatographieren verwendet. 

Die Conidiensuspensionen hatten nach der Metallzugabe am Versuchsanfang 
eine cH* von px 5,9. Nach 5 Std Versuchsdauer konnte mit Indical-Streifen keine 
andere cH* gemessen werden. 

Die esaaeen der Riickstande gefilterter und wieder conidienfreier Metallbader 
wurden ein oder zweidimensional aufsteigend papierchromatographisch untersucht 
und die getrockneten Papierchromatogramme mit Ninhydrinreagens auf Amino- 
siuren qualitativ getestet (Papier: Schleicher & Schiill 2043b). 

Fiir eindimensionale Trennungen wurde als Lésungsmittelgemisch Isobutyl- 
alkohol-Hisessig-H,O, 4: 1:1, angewendet. Zu den zweidimensionalen Trennungen 
wurde in der ersten Laufrichtung wassergesattigtes Phenol mit einer Spur KCN, in 
der zweiten Laufrichtung das eben angegebene Isobutanol-Gemisch benutzt. Die 
abgetrockneten Chromatogramme wurden mit Ninhydrin-Reagens bespritht und 
bei 105° C 10 min entwickelt. Eine 0,4% ige Lésung von Ninhydrin in 93 Volumina 
wassergesittigtem Isobutanol mit 7 Volumina EHisessig war das Reagens. 

Zur Identifizierung der Aminosduren liefen bekannte Aminosaiurengemische aus 
Reinsubstanz, in 25°%,igem Isopropanol geldst, auf dem gleichen Bogen mit. Die 
Aufnahme des abgebildeten Chromatogrammes erfolgte mit der Contax D (Tessar) 
auf Agfa-Dokumentenfilm. 


Ergebnisse 


In wiederholenden Versuchsreihen konnte festgestellt werden, da die 
Conidien wihrend der Kupfereinwirkung eine ninhydrin-positive Sub- 
stanz an die umgebende Flissigkeit abgaben. Bei Kontrollversuchen, die 
parallel liefen, bei denen die Conidien nicht dem Metall, aber sonst gleichen 
Bedingungen ausgesetzt waren, wurde nie eine ninhydrin-positive 
Substanz nach den hier angegebenen Versuchszeiten gefunden. Man konnte 
somit annehmen, da die ninhydrin-positive Substanz in der Aufben- 
lésung durch die Metallwirkung aus den Conidien befreit sein mubte. 
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Bei diesen Vorversuchen wurde der Nachweis der ninhydrinpositiven Substanz 
erbracht, indem ein Tropfen conidienfreies Filtrat der metallbehandelten Conidien- 
suspension auf Filterpapier aufgetupft wurde. Nach dem Eintrocknen des Tropfens 
wurde mit dem oben beschriebenen Ninhydrinreagens bespriiht und wie iiblich 
entwickelt. ; 


Die von den Conidien ausgeschiedenen Stoffe wurden nun papier- 
chromatographisch nach Aminosdéuren untersucht, ohne — und darauf 


méochte ich besonders hinweisen — dal} eine Hydrolyse der vorgefundenen 
Substanz vorgenommen wurde. 


Schon bei der eindimensionalen 


ax f\F) i Trennung zeigte sich, daB ein Ge- 
ey by , : : 2 
ww \Z re, misch von Aminoséuren von den 
ze Conidien in das umgebende Milieu 
\ i - 
© O yy ubergegangen war. 


Nach der zweidimensionalen Tren- 
nung konnten dann folgende Amino- 
sauren festgestellt werden: Aspara- 
ginsiure, Glutaminsaéure,  Serin, 
Threonin, Alanin, Arginin, y-Amino- 
buttersaure, Valin und  Leucin. 
Mengenmabig, geschatzt in bezug 
auf GréBe und Farbtiefe der Flecke 
a auf dem Chromatogramm, domi- 
K Cu W Cr Ni Zn Hg Ag U Ag nierten: Glutaminsdiure, Alanin und 
y-Aminobuttersaure. 


Abb. 1. Mit Ninhydrin entwickeltes Papier- ‘ ‘ ; 4 — 
chromatogramm der Aminosiiuren, die bei Zwei weitere ninhydrin-positive 


cents Se cutpuamten jean ron Flecke waren nicht ausreichend 2u 
abgegeben wurden. K bezeichnet die Kontrolle.  identifizieren. Eine Trennung der 
Ag/3 bedeutet 1/3 dernormalen Substanzmenge : : . 
ait dann Chant atnevaiaeh Leucine erfolgte nicht, da der Leucin- 
anteil im Gemisch sehr gering war. 
Es wurde weiterhin versucht, im eingedunsteten Filtrat nichtfliichtige 
Fettsiuren nachzuweisen, wobei aber kein eindeutiger Erfolg erzielt 
werden konnte. 

Wie schon auf 8. 431 angedeutet, waren die Conidien nur 5 Std mit 
dem Metall in Berithrung gewesen. Aus den metallhaltigen Suspensionen 
heraus wurden sie dann sofort auf Malzagar abgeimpft, um festzustellen, 
ob die Pilzconidien eine nennenswerte Schidigung ihres Keimvermégens 
erlitten hatten. Unter gewissen Einschriinkungen war dies nicht der Fall, 
denn der metallbehandelte Pilz zeigte auf Malzagar normales Wachstum 
mit Pigmentbildung im Mycel und charakteristischer Conidienentwick- 
lung. Man erfaBt mit dieser Abimpfmethode natiirlich je Impfése eine 
ziemlich grofe Anzahl von Conidien, und es ist dabei nicht festzustellen, 
ob bei der Metallbehandlung einige der abgeimpften Conidien oder nur 
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einzelne Kammern der Conidien getétet wurden. Wird nach der Metall- 
einwirkung das Keimen der einzelnen Conidien mikroskopisch unter- 
sucht, so ist dies ebenfalls kein Gradmesser fiir die Vitalitat der einzelnen 
Conidienkammern. Die Conidien von Fusariwm decemcellulare keimen, 
auch wenn 10 Conidienkammern vorhanden sind, meist nur mit 2 bis 
3 Keimschlauchen je Conidie aus. Infolgedessen 1a8t es sich nicht ein- 
deutig sagen, ob lebende, geschadigte oder bereits abgetétete Conidien 
oder Conidienteile die Aminosaéuren abgaben. 

Folgende Frage war nun weiterhin zu beantworten: Ist das Auftreten 
von Aminosauren in der umgebenden Fliissigkeit von metallbehandelten 
Conidien nur bei der Einwirkung von Kupfer charakteristisch oder 
wirken auch andere Schwermetalle in gleicher Weise bzw. mit gleichem 
Effekt ? 

Zur Klarung des Problems wurden nun parallel zum Kupfer in denselben 
Versuchsreihen gleich alte und gleich vorbehandelte Conidien mit 
folgenden Schwermetallsalzen in Berithrung gebracht: MnCl, 
(NH,).Mo,0,,, HgCl,, Na,WO,, CoCl,, As,O3, FeSO,, (NH,),Cr,0,, 
ZnSO,, AgNO;, Pb(NO,),, NiSO,, CdCl, und UO,(NO,),. Die Kon- 
zentration des Metalls war, wie in den Versuchen mit Kupfer, 
5 y Metall/ml. 

Die Abbildung stellt das eindimensionale Chromatogramm der ein- 
gedunsteten Filtrate derjenigen metallbehandelten Conidiensuspensionen 
dar, in denen in Vorversuchen Aminosiduren festgestellt wurden. Uber 
dem Buchstaben K ist die Kontrolle aufgefitihrt, d. h. das Filtrat einer 
Conidiensuspension, deren Conidien wahrend des fiinfsttindigen Versuches 
nur in Aqua dest. suspendiert waren. 

Bei folgenden Metallen konnten in den Vorversuchen keine Amino- 
sauren im Filtrat nachgewiesen werden: Mangan, Molybdan, Kobalt, 
Arsen, Hisen, Cadmium und Blei. 

Die Aminosaurengemische, die bei der Einwirkung von Silber, Queck- 
silber und Uran auftraten, wurden auch zweidimensional getrennt. Fiir 
die Silberwirkung war das Auftreten folgender Stoffe charakteristisch: 
Asparaginsiure, Glutaminsaéure, Serin, Threonin, Alanin, Arginin, 
y-Aminobuttersdure, Valin und Leucin. Drei weitere ninhydrin-positive 
Flecken konnten nicht identifiziert werden. Die Leucine wurden nicht 
getrennt. Es waren also in der Folge der Silberwirkung, abgesehen von 
den nicht identifizierbaren Produkten, dieselben Aminosaéuren in der 
AuBenlésung zu finden, wie sie schon bei der Kupferwirkung dort auf- 
traten. MengenmaBig dominierten bei Silber: Glutaminsdure, Arginin 
und Alanin. 

Bei der Quecksilbereinwirkung war Asparaginsdure, Glutaminsaure 
und Leucin im Filtrat zu finden, wobei die Glutaminsaure in der Menge 


vorherrschte. 
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War Nickel oder Zink in der Suspension, so konnten nur Spuren von 
Asparaginsiure und Glutaminsaure gefunden werden, bei Wolfram- und 
Chromeinwirkung war nur Glutaminsaéure nachzuweisen. 

Die ninhydrin-positive Substanz, die bei Uraneinwirkung im Filtrat 
vorhanden war, konnte nicht eindeutig in charakteristische Aminoséuren 
getrennt werden. 

Bei den angewendeten Metallsalzen konnten verschiedenartige Anionen 
nicht vermieden werden. Anionengleiche Metallsalze waren nicht zu 
beschaffen. Es muBten also Versuche angestellt werden, bei denen auf 
eine mégliche Anionenwirkung geachtet werden konnte. Es wurden 
deshalb vom Kupfer parallel das Nitrat, Sulfat, Chlorid und Acetat in 
ihrer Wirkung auf die Conidien des Versuchspilzes gepriift. Nach Ver- 
suchsabbruch waren in den conidienfreien Filtraten der Kupfersalze mit 
verschiedenen Anionen die gleichen Aminosdéuren vorhanden. Aus der 
Fleckengré8e auf dem Chromatogramm bei zweidimensionaler Trennung 
ging weiterhin hervor, da die Aminosduren annahernd in gleicher Menge 
in den einzelnen Gemischen vorlagen. Man kann somit annehmen, dai 
wenigstens beim Kupfer das Auftreten von Aminosauren im Filtrat 
metallbehandelter Conidien auf die Wirkung des Kations zuriickzufiihren 
war. Eine Anionenwirkung soll damit nicht ganzlich abgelehnt werden, 
doch waren mit der angegebenen Versuchsmethodik diesbeziigliche 
Wirkungen nicht aufzufinden. 

In meinen Versuchsreihen war ich darauf angewiesen, fiir Cr, W und 
Mo Salze zu benutzen, bei denen das Metall in der Lésung nicht kationisch 
wirken kann. Wie aus der Abbildung hervorgeht, konnte auch bei dieser 
Metallwirkung fiir W und Cr in den Suspensionen Glutaminsaure 
gefunden werden. Man mufB sich dabei nur vor Augen fiihren, da8B es sich 
hier um winzige Mengen Aminosaure handelt, denn mit dem Ninhydrin- 
Reagens konnte auf dem entwickelten Chromatogramm knapp eine 
sichtbare Anfarbung des Fleckes erzielt werden. 


Diskussion 


Ks ist allgemein bekannt, daB Pilze und Bakterien unter bestimmten 
Bedingungen Stoffe in das umgebende Medium abzuscheiden vermégen. 
Beschrankt man sich auf stickstoffhaltige Substanzen, so ist zusammen- 
fassende Literatur bei McCaLuan (1949), Prennia@ (1956) und HorsFaL 
(1956) zu finden. Das Auftreten der stickstoffhaltigen Stoffe im Medium 
wird entweder als autolytischer Zerfall der Organismen, oder als Stoff- 
umwandlung durch aktivierte enzymatische Tatigkeit an der Zellober- 
flache, an der ,,auBeren Stoffwechselregion‘‘ (RoTHSTEIN 1954) der Zelle 
erklart (vgl. Katine 1955). Morton u. BROATBENT (1955) sprachen von 
Gleichgewichtsstérungen des Proteinstoffwechsels bei Spurenelement- 
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mangel. Bei Hefen fanden Retype u. Hoppe (1952), daB die Abgabe 
von Aminosauren parallel zur Garung anstieg. 

Ks ist schwer einzusehen, da®B die in meinen Versuchen aufgefundenen 
Aminosauren durch autolytischen Zerfall der Conidien entstanden waren. 
Bei Einwirkung der einzelnen Metalle war einmal die Zusammensetzung 
des Aminosaduregemisches unterschiedlich, zum anderen wurden auch 
jeweils verschiedene Mengen von Aminosiuren gefunden. Der exakte 
Nachweis, daB die Aminosduren ausschlieBlich von lebenden Conidien 
abgegeben wurden, lat sich aus der Natur der Dinge heraus nicht er- 
bringen, obwohl bei der Abimpfung der metallbehandelten Conidien auf 
Agar ein normales Wuchsbild des Pilzes beobachtet werden konnte. Das 
Silber machte dabei eine Ausnahme, denn 5y Metall/ml toten die 
Conidien in der Suspension ab. Fiir das Auftreten der Aminosauren, die 
bei Ag-Einwirkung entstanden, kénnte Autolyse der Zellen méglich sein, 
wenn anzunehmen ware, dai eine Autolyse der Conidien wahrend der 
5stiindigen Versuchsdauer tiberhaupt vonstatten ginge. Die kurze Ver- 
suchsdauer spricht eigentlich dagegen, und man mu8 sich Gedanken 
machen, woher die aufgefundenen Aminosauren stammen. 

Katine (1955) diskutierte neben Autolyse noch enzymatische Stoff- 
umwandlungen an der Zelloberflache. Fiir meine Versuche kénnten dann 
nur Stoffumwandlungen der Conidiensubstanz in Frage kommen, denn 
die Conidien befanden sich wahrend der Versuchsdauer nicht in einer 
Nahrlo6sung mit stickstoffhaltigen Substanzen, sondern in Aqua dest. 
Weiterhin gibt es noch einige Anschauungen tiber die Schwermetall- 
wirkungen, die den Stickstoffhaushalt der Organismen unwillkiirlich 
beriihren. ERLANGER (1957), ALBAUM u. COHEN (1943), LONGENECKER u. 
Mitarb. (1957) sowie GaLE u. FotKers (1957) wiesen darauf hin, daB 
Schwermetalle den Auf-, Ab- und Umbau von Proteinen storen, wobei es 
zu einem Uberangebot von Aminosiuren in der Zelle kommt, was zur 
Folge haben kann, da8 Aminosiuren in das Medium austreten. Nach 
einigen Autoren soll néimlich das Metall an der Conidienoberflache 
adsorbiert werden, wodurch die Permeabilitat der Zelloberflache ver- 
andert wird, indem es zu Ent- und Umladungen der negativ geladenen 
Membrankolloide kommt. [Zusammenfassende Literatur bei HoRsFaLL 
(1956) sowie Davies u. Mitarb. (1956)]. Nach anderen Auffassungen soll 
das Metall in den Organismus eindringen und von Plasmabestandteilen 
_ gebunden werden, wobei es zu Ladungsinderungen an den Proteinen 

kommen mu [zusammenfassende Literatur bei GurD u, Mitarb. 
(1956)]. Nichtabbindbare Mengen der eingedrungenen Metalle sollen die 
Fermentaktivitaten beeinflussen oder biologische Puffersubstanzen 
zerstoren bzw. blockieren [Davison (1956), ByrpE u. Mitarb. (1956), 
Pratt (1953), Gorpacu u. Mitarb. (1957), WALKER (1957) sowie WORATZ 
u. Mitarb. (1957)]. 
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Die ,,Selbstmordtheorie“‘, die das Fungicidwerden von metallhaltigen 
Spritzbelagen erklaren soll, ist hypothetisch auf der Annahme begriindet, 
da® die auf einen Spritzbelag fallende lebende Pilzspore im normalen 
Stoffwechsel so viele Stoffe abgibt, daB dadurch aus dem an sich schwer- 
léslichen Spritzbelag Metall herausgelést wird. Die Spore wird dann 
durch dieses Metall abgetétet. Diese Annahme steht, mindestens beztig- 
lich stickstoffhaltiger Stoffe, im Widerspruch zu den Ergebnissen der 
Versuche, die hier in der Abhandlung beschrieben wurden. In den 
Ergebnissen meiner Versuche kam eindeutig zum Ausdruck, daB erst 
durch die Wirkung der Schwermetallspuren auffindbare Mengen 
stickstoffhaltiger Substanzen von der Conidie an das umgebende Milieu 


abgegeben wurden. 
Zusammenfassung 


Conidien von Fusarium decemcellulare wurden mit verschiedenen 
Metallsalzlésungen behandelt. Die Konzentration der Metalle betrug 
jeweils 5y/ml. Die Versuchszeit war auf 5 Std begrenzt. Durch die 
Einwirkung von Cu, W, Cr, Ni, Zn, Hg, Ag und U wurden von den 
Conidien Aminosduren an die umgebende Lésung abgegeben, die papier- 
chromatographisch getrennt und identifiziert wurden. 
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